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SEMI-MICRODOSAGES DES TANINS GALLIQUES.
APPLICATIONS AU PELARGONIUM SAIN ET TUMORAL
(CROWN-GALL).

EXTRACTIONS ET DOSAGES,

par B. RyBax et L. HirTH.

(Mémoire présenté @ la séance du 21 juin 1949).

~Nous avons cherché a doser la - quantité d’acide géraniatannigue
des tissus sains et tumoraux (Crown-gall) du’ Pelargonium zonale en
vue @ '

1o d’établir une éventuclle relation entre le taux de tanins et la
résistance aux réinfections du P. tumefaciens de certaines régions sai-
nes de la tige pourvue de tumeurs [11; ‘

90 de relier éventuellement ce taux de tanins a la toxicité de ceux-
ci vis-a-vis de cultures de tissus [2].

Les différentes techniques proposées [3, 4, 5, 6] (*) pour doser les
tanins ne nous ont pas paru satisfaisantes, soit parce qu’elles ne per-
mettent pas une évaluation suffisamment précise [3, 4], soit parce que
le dosage est peu spécifique [5] ou encore que sa complication est
telle que les erreurs inévitables de manipulation rendent la technique
trop approximative [6]. Nous avons alors mis au point deux techmi-
ques rapides, I'une photométrique déja ébauchée dans un précédent
travail [1], Pautre volumétrique, toutes les deux fondées sur la ré-
action des composés phénolés aux sels de fer.

TECHNIQUE PHOTOMETRIQUE.

Le principe revient a évaluer Iintensité de la coloration bleue
produite par I'alun de fer et d’ammonium et les tanins a pyrogaliol.
C’est le cas a la fois de P’acide.géraniatannique du P. zonale [1] (")
et de Pacide tannique ordinaire.

A Taide du photometre de Meunier nous avons donc construit les
courbes d’étalonnage par rapport a des concentrations connues d’acide
tannique a I’éther et a différents pH (7).

(*) 11 en existe beaucoup d’autres, mais pour ne pas rendre notre eri-

tique fastidieuse, nmous n’avons relevé que les techniques .qui pouvaient se
rapprocher le plus des notres.

(**) Toutes les mesures ont été effectuées sur la variété ¢ Jardin des Plan-
tes » du P. zonale cultivée dans la serre de 1'Institut Pasteur de Paris a
}21Q° C. Les plantes utilisées étaient des plantes de la fin automne-début

iver. -

. (***) Bien entendu, les tanins étant des acides, on maintenait le méme
pH pour toutes les dilutions d’une méme mesure. Cette précision est égale-
ment valable pour notre technique volumétrique.
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...i]l est absolument nécessaire de-ne pas tenir compte de la valeur
photométrique propre de ehaque solution étalon et de ne considérer

gue la valeur obtenue apreés-adjenction de Palun (*).
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Courbes I1.

Les courbes I et II indiquent les résultats.
On remarquera
1°) les grandes variations liées au pH ;

3 _2“) le parallélisme relatif des courbes comprises entre pH 2,2 et pH
2,5 ‘

(") Protocole d’une manipulation : 4,8 ml d'acide tannique a Péther
dissous dans Peau sont mis dans un tube & essais et additionnés de 0,2 ml
d une solution d’alun de fer et d’ammonium & 0,1 p. 100. Il faut prendre soin
Ele bien agiter afin de rendre la coloration homogéne. La concentration d’alun
;\c 0,1 p. 100 est la concentration optima, une concentration plus forte ne
i()r;}ltl pas compatible avec l.a sensibilité de Pappareil de Meunier employé
les. (le‘s ‘mesures. Le mélange est mis dans une cuve a faces paralléles et
s mesures sont faites en lumiére verte. Toutes les courbes présentées dans

e thavail smat pamcebsng s ; . , ; ; . :
titunt:fd ail sont construites sur des moyennes d'au moins trois détermina-
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3v) I'allure différente des courbes a partir de pH 5,5 correspondant
a un brusque déplacement de la coloration de la solution d’acide tau-
nique vers les grandes longueurs d’onde.

TECHNIQUE VOLUMETRIQUE.

La découverte du fait qua pH < 1 la coloration bleu obtenue par
Palun de fer ef d’ammonium et les tanins disparaissait, nous a amencs
A mettre au point une nouvelle technique de dosage des tanins.

1. — Etalonnage par rapport a Uacide tannique a léther.

9 ml de la solution d’acide tannique a 1’éther & des concentrations
variables (*) sont additionnés de T ml d’une solution d’alun de fer
et d’ammonium a 1 p. 100 ; aprés agitation on ajoute a la micro-
burette de I’acide chlorhydrique exactement titré (dans nos essais
0,996 N). Les étalonnages ont été effectués dans 2 séries de miliecux
différents

a) un milieu uniquement aqueux ;

b) un milieu acétone 50 p. 100 + eau 50 p. 100.

Les courbes III représentent nos résultats.

NOMBRE

de -
20wl HCL 0996 N L
9

o 0019 003 0,07 015 051
0,008 -
0,004 . i
go0s : CONCE NTRATIONS% (acidestanniqued

Courbes III,‘

a

La courbe 1 correspond & des solutions d'acide tannique dans ’eau & pH
7,0. ;
La courbe 2 correspond & des solutions d’acide tannique dans l'eau a pH
3,7 et & pH 5 ; elle se superpose exactement & celle correspondant a des so-
lutions d’acide tannique dans I’acétone & pH 7,0. :

La courbe 3 correspond a des solutions d’acide tannique dans I’acétone
a'pH 5 et 2 pH 3,7. .

La courbe 4 correspond & Pacide géraniatannique dans l'eau a pH: 5,0.

(*) Utiliser de préférence de Ieau bidistillée bouillie pour les dilutions.

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1049, 31, N°% 5-6.
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?
On-remarquera que : : .
1. 1es courbes 1, 2 et 3 sont d’un parallélisme -assez satisfaisant ;
2. la limite de sensibilité est repoussée a 40 y (notre méthode photo-
métrique ne permet guére qu'une sensibilité ‘de Tordre de 120 4 140 v.
Nous expliquons ceci par le fait qu’il est plus facile pour Vopérateur
d’apprécier le terme de la réaction au cours du dosage ‘par retour

~(volumétrique) que pour la cellule photoélectrique lorsqu’on travaille
- 4 la limite de sa zone de sensibilité (*) ;

3. les courbes du milieu .acétonique tout au. moins se superposent

exactement pour le pH 3,5. et 5,0 alors que les différences étaient

marquées dans la technique photométrique.; nous attribuons ce fait
a ce que la coloration du mélange tannin et sel de fer constitue une

'yéritable coloration d’indicateur de pH.

11. — Etalonnage, par i‘apport a Pacide géraniatannique.l

REMARQUES ' PRELIMINAIRES.

1).En tout état de cause les courbes étalon établies 4 laide d’acide
tannique ordinaire ne peuvent servir de références que pour des éva-
luations d’acide tannique ordinaire dans des végétaux qui en renfer-
ment ; en effet il est hautement probable (et en particulier dans notre
cas) .que la constitution -et le poids moléculaire des différents. tanins

sont différents et qu’en conséquence la correspondance quwon,  veut

stablir entre l’acide tannique et. Pacide géraniatannique est trés.arbi-
traire. En toute rigueur on doit donc établir des courbes étalon-pour
1e dosage de l'acide géraniatannique a partir de cet acide, c’est pour-

quoi nous Pavons extrait du P. zonale.

2) Si Pon -essaie-de définir un rapport quelconque entre ‘les .courbes
‘¢talons de nos techniques volumeétriques et photomeétriques ‘obtenues
‘gvec Tacide tannique ordinaire, on s’apercoit qu’aucune COrrespon-
dance rationnelle satisfaisante ne peut étre mise en -évidence. Ceci
tient au fait qu'en définitive la technique photométrique est grossie-
re ; ¢’est pourquoi )

a} les autres techmiques photométriques. de dosage des tannins,
comme celles de MITCHELL [7, 8], de ROSENBLATT et PeLuso [9], qui
utilisent des réactifs différents des notres ne sont pas autrement sa-
tisfaisantes ; 3

‘b) ‘nous donnons la préférence 2 la technique volumétrique. La
courbe étalon obtenue avec lacide géraniatannique sera donc une
_courbe étalon volumétrique ; comimne de plus, nous avons surtout tra-
vaillé a pH 5 (voir plus loin) nous ne donnerons que la courbe cor-
respondant & pH 5,0.

A) Extraction de lacide géraniatannique.
Aprés lavage a leau-de conduite et essorage sur papier filtre, on
porte des tiges de P. -onale débarrassées des pétioles et des feuilles a

(*)" L’adjonction d’HCl au mélange coloré d’acide tannique et d'alun
provoque lapparition d’un <« nuage » de décoloration ; un opératenr exercé
peut facilement apprécier le moment oll, aprés. agitation, T’adjonction d’acide
ne produit plus ce nuage et ot par conséquent la décoloration peut é&tre
considérée comme terminée. :

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1949, 31, N°° 5-6.
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la dessiccation a 100° C pendant quelques heures. (On favorise cette

opération en découpant les tiges en fragments de 2 cm. de long). On

pulvérise ensuite au mortier ou mieux au Latapie. On place 1 partie”

de poudre en présence de 4 parties d’une solution renfermant

75 g. d’éther sulfurique,

10 g. d’éthanol a 96°,

3 g. d’eau bidistillée.

On laisse en contact une nuit a Ja température du laboratoire et-on
¢puise a chaud pendant 2-3 heures. On filtre et on ¢vapore a 50° C.
On épuise de nouveau a l’éther, filtre sur Chardin et évapore dans le
vide phosphorique. On obtient aprés 10 jours une masse amorphe
brunétre possédant une odeur prononcée (N 3-3,25 p. 100). On puri-
fie en reprenant par I'eau distillée bouillante ; dans ces conditions il
se forme des grumeaux noiratres, goudronneux. On filtre et on laisse
reposer une nuit a 4° G (le milieu s’opacifie rapidement) aprés quoi
on centrifuge et évapore le surnageant a 50° C. '

Le produit brun obtenu ressemblant a un vernis ne renferme pas
d’azote mais il posséde encore la méme odeur que le produit non pu-
rifié (nous avons fait quelques essais de-distillation mais le produit
obtenu présentait encore cette odeur). Il donne ¢videmment une: iré-
action bleue avec les sels de fer et une réaction de Molisch (hexo-

ses) positive ; il réduit la liqueur de Fehling et le permanganate ‘de’

potassium. Les solutions concentrées sont opalescentes surtout & basse
température. Nous ne pouvons affirmer que notre produit est pur, c’est
pourquoi la courbe étalon n’ést donnée -que sous certaines réserves ().

B) Etalonnage. : .
“Nous avons opéré par volumétrie comme dans le cas de l'acide
tannique ordinaire. La courbe 4 (Courbe III) constitue 1*étalon .a
pH 5,0. On remarquera le coefficient angulaire plus grand que: celui
des courbes d’étalonnage de I'acide tannique ordinaire.

APPLICATIONS. ;
EXTRACTIONS DES TANINS DU P. zonale ET DOSAGES.
1) Extraction d Peau a partir de tissus frais.

Pour ne pas étre génés par les différences de pH des sucs -sains
et tumoraux (pour Pzt extrait par I'eau bidistillée — 1 partie de ma-
tériel végétal pour 10 parties de solvant — pH : 6,25; pour PzO
dans les mémes conditions, pH.: 4,50) (**), nous avons effectué. les

. . 3 \ .
extractions par broyage des tissus en presence d’un tampon borate
a pH 7,8.

(*) La coloration de notre produit laissant présumer une oxydation, nous

avons réalisé quelques essais d'extraction par voie anhydre (par ’acétone)-

mais par évaporation du solvant on obtenait encore une masse colorée.
(**) Nous emploierons au cours de cet exposé la notation suivante :

Pzt — P. zonale tumoral (tumeurs de 3-5 mois non nécrosées obtenues

par inoculations de Phytomonas (Bacterium) tumefaciens variété « 42/4»).
PzQ = P. zonale sain (tige totale): : : wged

Pzc = P. zonale parties connexes vaux..turheurs. .
Pzj .= P. zonale sain, jeune (entrenceuds d’élongation).
Pza = P. zonale sain 4gé (entrenceuds prés du collet). -

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1949, 81, N°5 5-6.

SEMI-MICRC

Protocole d’unc expér
breyés au mortier pendai
avec du sable de Fontaii
Nous avons effectué des
diqué ci-dessus. On a ftr
P'extrait de Pzt et 68,5 p
d’orientation confirmant

2) Ewxtractio
‘On a déja considéré I’
en tanins serait proporti
teux (1) ; or les résultats
pas de noter de différer
deux sucs considérés. De
tives aux sels de fer, le
nous avons alors pensé
& 'eau pour les extractio:
flux. Il était vraisemblal
tanins devait étre plus cc
totale de protéines.

Protocole d’une expéri
broyés au mortier en pré
d’acétone « pure» (Prol
dans un appareil rodé a
dont une partie sert au 1
a I'ébullition pendant un
-un courant d'eau et on
tions les pulpes ne donn
fer. On raméne le volume
1/2 volume d’eau bidisti.
de:distillation ne sente p
distillat). .

Les extraits sont alors t
pour Pzj, 3,50 ; pour Pza
extraits par NaOH N/5 ag
distillée. On préléve 50
50 ml d’acétone « pure»
selon la technique volum

sz ¥ @ e

Pza ...

' Pzt ...,

On voit que les valeur:
tiques.

3) Extractions de pot.

; Ces résultats sur tissus
¢s poids auxquels on ram

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1949, §




'H.

heures. (On favorise cette
nts de 2 cm. de long). On

Latapie. On place 1 partie -

solution renfermant :

-ature du laboratoire et :on

re et on évapore a 50° C.
hardin et évapore dans le
jours une masse amorphe
[ :3-3,25 p. 100). On puri-
te ; dans ces conditions il
teux. On filtre et on laisse
ie rapidement) aprés quoi
e C. ’

n vernis ne renferme pas
wur que le produit non pu-
istillation mais le produit
onne évidemmernt une:iré-
éaction de Molisch (hexo-

ng -et le permanganate ‘de’

palescentes surtout & basse’
notre produit est pur;:clest:
sous certaines réserves (“).

1e dans le.cas de l’a(v:iv(.ieA

III) constitue 1’étalon .2
laire plus grand que celui
1e ordinaire.

1
nale ET DOSAGES.
'e tissus frais.
ces de pH des sucs sains
istillée — 1 partie de ma-
—, pH : 6,25 ; pour PzO

), nous avons effectué les
sence d’un tampon boraté

‘ésumer une oxydation, nous
voie anhydre (par l’acétone)
encore une masse colorée.
1€ la nocation suivante :
nois non nécrosées obtenues
1mefaciens variété «42/4»).

irs.
élongation).
lu collet).

SEMI-MICRODOSAGE DES' TANINS GALLIQUES. 1097

Protocole d’unc expérience. — 3,510 g. de tissu (PzO et Pzt) sont
proyés au mortier pendant 25 minutes en présence de 10 ml de tampon
avec du sable de Fontainebleau, on centrifuge et on raméne 4 20 mlL
Nous avons effectué des mesures photométriques comme il a été in-
diqué ci-dessus. On a trouvé (en lumiére rouge) : 70 divisions pour
Pextrait de Pzt et 68,5 pour extrait de PzO. Il s’agit 14 d’un dosage
Qorientation confirmant les résultats rapportés précédemment .

2) Extraction des tissus [rais par Uacétone.

-On a déja considéré I'argument anatomique selon lequel la teneur
en tanins serait proportionnelle a la quantité de tissus parenchyma-
teux (1) ; or les résultats que nous venons de rapporter ne permettent
pas de mnoter -de différences sensibles dans la teneur en tanins des
deux sucs considérés. De plus les pulpes de broyage sont-encore posi-
tives aux sels de fer, le procédé d’extraction est donc insuffisant et
nous avons alors pensé quil serait préférable de substituer 1’acétone
a Ieau pour les extractions et d’effectuer celles-ci par chauffage a re-
flux. Il était vraisemblable que dans ces conditions I’extraction- des
tanins devait étre plus compléte et nous étions assurés d’une absence
totale de protéines. ’ -

Protocole d’une expérience. — 7,730 g. de Pzt et de PzO sont
broyés au mortier en présence de sable de Fontainebleau et de 20 ml
d’acétone «pure> (Prolabo); le tout est transvasé soigneusement
dans un appareil rodé a reflux; on ajounte 80 ml d’acétone «pure»
dont une partie sert au lavage du mortier et on effectue I'extraction
4 Pébullition pendant une heure puis on refroidit rapidement sous
un courant d’eau et on passe sur un filtre Laurent. Dans ces condi-
tions les pulpes ne donnent plus qu'une légére réaction aux sels de
fer. On rameéne le volume des extraits a 200-ml par I’acétone, on ajoute
1/2 volume d’eau bidistillée et on- distille jusqu’a ce que le liquide
de distillation ne sente plus I’acétone (on se guide sur le volume du
distillat). .

Les extraits sont alors troubles et leur pH est : pour Pzt, 4,21-4,38 ;
pour Pzj, 3,50 ; pour Pza, 2,75. On ameéne alors a pH 4,90 tous cées
extraits par NaOH N/5 aprés avoir ramené a 200 ml avec de 'eau bi-
distillée. On préléve 50- ml de ce milieu trouble et on lui adjoint
50 ml d’acétone «pure», ce qui clarifie le milieu; on dose alors
selon la technique volumétrique. Le Tableau I indique nos résultats.

TABLEAU 1. o

Pzj........ ... .. .0.,008 p, 100

PZ& o:ssecsmmas 0,009 p. 100

Pzt oo tins 0.010 p. 100 ;
On -\'oit que les valeurs obtenues sont encore pratiquement iden- :

t1qugs. v !

3) Extractions de poudres de tissus par Uacétone et dosage.

Cles résultats sur tissus frais pouvaient étre faussés par le fait que
les poids auxyuels on ramenait les valeurs en tanins étaient des poids

=

BULL., STE. CHIM. BIOL., 1949, 31, ~°° 5-G.




1098 B. BRYRAXK ET L. HIRTH.

de tissus hétérogeénes. Cependant les résultats de GOSSET, TCHAKIRIAN
en eau des tissus sains et tumoraux

et Magrou [10] sur la teneur
(crown-gall de P. zonale) donuent des chiffres pratiquement identiques

par rapport au poids. Pour obtenir des -résultats réellement compa-

rables enire eux, nous avons pensé deétruire les. divers tissus a ana-
lyser par séchage’ et pulvérisation, ce qui permettait d’établir une
unité pondérale le plus indépendant possible de P’anatomie.
Protocole d’une expérience. — Des fragments de Pza et de Pzt
sont desséchés a 100° C pendant 24 h. puis broyés au mortier ou au
Latapie ; 0,5 g. de poudre de chacun -des ‘tissus sont introduits dans
un extracteur a reflux et mis en présence-de 100 ml d’acétone « pu-
L’extraction est faite comme précédemment pendant 1 h. On
procéde ensuite comme il a été dit plus haut. II est 4 remarquer gue
la réaction aux sels de fer effectuée sur le résidu et aprés filtration
est ‘beaucoup plus nette que dans le cas précédent. Le Tableau i1
indigue nos reésultats. 5 :

re ».

TABLEAU 1L -

Techni Techuique |
Technique photométrique
volumétrique (6erati vert)

0,012 p. 100 0,024 p. 100
0,024 p. 100 0,024 p. 100

N. B. — Les résultats obtenus par la technique photométrique-fsbnt
dus au fait que, pour des ‘concentrations en tanins de cet ordre, nous
nois trouvons dans la limite"de semsibilité de Pappareil de Meunier.

1’extraction incompléte par Pacétone « pure» des tanins contenus
dans les poudres nous 2 amenés a4 modifier le liquide d’extraction ‘en

lii ajoutant de I'eau.

4) Ea"tx'acliozis des poudres par,l’acéton'c- 4+ H,O0 et dosage.

a) dvec acétone 50 p. 100 + H,0 bidistillée 50 p. 100.

ont additionnés de 95 ml d’acétone «pure> +
Puis on procéde comme il a étéindiqué ; damns
ces conditions la réaction aux sels de fer des pulpes apres filtration
est bien plus faible que précédemment, c’est donc la présence d’eau
qui favorise lextraction. Les liquides d’extraction sont ramenés a 100
ml par l'acétone «pure>, puis on distille jusqu’a ce que le distillat
ne sente plus I'acétone. Cette manipulation a été effectuée dans le but
de ramener les exfraits au méme pH ; les pH de ces distillats étaient
respectivement pour PzO ; 5,05; Pzj : 4,45 et Pzc : 4,95. On remar-
quera que les différences entre ces pH n’ont pratiquement aucuné
importance en ce qui concerne les dosages volumétriques (Cf. courbes

111). Le Tableau III indique nos résultats.

0,2 g. de poudre s
25 ml d’eau bidistillee.
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(a) (h)

Pza .. 0,044 1
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Pzt... 0,10 4
Pze... 0,090 3

™ E]l_rfg' pour 0,2 mg. de ]

T

TECHNIQ1

(¢

Nature
de la

poudre

Pourcentlage
direct exprimeé
en acide tanniqu
de la solution
extractive déduit:
des courbes étalof

(a)

0,057
0,060
0,067
0,062

b) Avec acétone 70 p. 100 -

On vient de voir que la &
par conséquent une cause d’e
plifié le dosage en supprime
qherché 4 voir si,-en augmel

_tion était meilleure. Nous avc
qui est celle utilisée par Baw:
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encore incompléte dans ces
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TABLEAU IIL

TECHNIQUE VOLUMETRIQUE.

'

‘ Teneur totale

en acide Pourcentage
Pourcentage. s Cn-,‘;,l : Pourcentage d’acidec
Nat divect exprimé | SCTALIE annigue - naii i
Nature | Cacide tanmique (pav Complaralson d’acide gefag;iggntﬂélque
10 1a soluti avee les oamis : ) r rté
de la | delasolutlon | coqrhes élalous géraniatanuique |3 la. courbe étalon
extractive deéduite| 5. . b déduit de b ; acide
Joudre |des courbes étalons d'acide tannique eduit de ) ¢ nntadannd
I en tenant compte géraniatannique
des dilutions)
(a) (by +¥) ) ()
e -
Pza .. 0,044 17,6 3,8 b l
Pzj... 0,050 20 10 5,1 I
Pzt 0,10 40 20 10 “
Pzc. .. 9,090 36 .18 9,2 l“
il

TABLEAU IIL

TECHNIQUE PHOTOMETRIQUE.
(écran vert).

Teneur totale en acide
géraniatannique

Pourcenlage 2
‘P (par comparaison

Pourcentage d’acide

Nature direct exprime =
en acide tannique avec les courbes ssaniatanmique
de la de la solution élalons d’acide géraniatanniq
‘ i ; tannique en tenant o
poudre di?égﬁﬁ‘g&“&‘;ﬁf& compte dc(ai)dilutious) déduit de (b)

en mg. pour
(a) 0,2 g. de poudre
...... 0,057 22,8 11.4 .
........ 0,060 24 12 l
...... 0,067 26,8 13,4 \1
b ono B 1§ 0,062 24,8 12,4 "l
L —— //?

b) Avec acétone 70 p- 100 + H,O bidistillée 30 p. 100.

On vient de voir que la distillation était une opération superflue,
par conséquent une cause d’erreurs supplémentaires. Nous avons sim-
plifi¢ le dosage en supprimant la distillation ; de plus nous avons
cherché a voir si,-en augmentant le pourcentage d’acétone, l'extrac-
tion était meilleure. Nous avons choisi la concentration de 70 p. 100
qui est celle utilisée par BawDEN et KLECZOWSKI pour lextraction des
tanins du Fraisier [11]. Soulignons, dés & présent, que Textraction est
encore incompléte dans ces conditions. Les opérations ont été con-
duites comme nous lavons déja dit et les dosages pratiques imme-
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diatement apres cxiraction et refroidissement. Les résultats ci-dessous
(Tableau IV) montrent que les valeurs obtenues sont pratiquement
¢gaies a celles obtenues par extraction 4 I’acétonc 50 p. 100 4+ H,0

50 p. 100 suivie de distillation.

TABLEAU IV.

TECHNIQUE VOLUMETRIQUE.
Teneur totale en acide "
. " géraniatannique i,
Natare Llif;g.gtlce?ilﬁi%;é (;ar comparaison Pourcentage d'acide !
‘ en acide tannique gyee les clgurples wiraniatannique
de Ia de la solution étalons d’acide TR
extractive déduile tannique en tenant leduit de (1
poudre des courbes stalons |comple des dilutions deduit de (b)
’ - h th
en mg. pour
{(a) 0,2 g. de poudre {¢)
Pra .iie.s, 0,050 20 10
Pzj......... 0,053 21,2 10,6
i A TRR—— 0,091 36,4 18,2
Pzc ...... 0,090 36 18
TABLEAU 1IV.
TECHNIQUE PHOTCMETBIQUE.
{écran vert).
Teneur totale en acide
o Tt g géraniatannique
Nature :li’r(()algcz;:;‘%rflé (;ar comparaison Pourcentage d’acide
' o i ; avec les courbes o .
de la e“d‘écll:i(ffunt?égue étalons d’acide wéraniatannique
extractive déduite | tannique en tenant " deduit de (b
poudre des courbes étalops |compte d(eg dilutions edu (b)
en ng. pour
(a) 0,2 g. de poudre ()
Pza ..... 0,060 24 12
Pzj......... 0,061 24 12,9
Pbossaa. s 0,065 26 13
Pzc...... 0,060 24 12
Remarque. — Quel que soit le procédé d’extraction utilisé, le rap-

tanins totaux
poids humide ou sec

port

or la masse de cellules vivantes est trés différente dans les tissus sains’

est toujours supérieur dans les tumeurs,

et les tissus tumoraux ; nous avons alors cherché a évaluer le rapport

tanins totaux
azote tolal

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1949, 81, n°s
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1
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|
|

JI Nature

i de la N total (#)

,'I poudre

Pzj......... 15,8 p. 100

50 : SR 9,3 p. 100

Pze ,....... 7,4 p. 100
1Pzt 5 oie . ) 15,2 p. 100

-_—

' (*) Moyennes de'5 & 7 dosa
(**) Valeurs de la technique v

tions des poudres par acétone

‘(section ¢ Tableau III). .

1 (***) Mémes valeurs que dans
| éalon d’acide gér niatannique
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reste fixée aux pulpes et échap
nous avons données ne sont do:
quera toutefois qu’elles sont to
donné que les tanins paraissent
bourrait penser i réaliser un t
Protéolytiques.
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par ALLison et HooVER [12], BE:
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h,

mg. pour

;. de poudre

Pourcentage d'acide

géraniatannique

déduit de (b)

(¢)

20 - 10
21,2 10,6
36,4 18,2
36 18
Iv.
OMETRIQUE.
ot).
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niatannique
comparaison Pourcentage d’acide
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()
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Cette étude a porté sur les poudres broyées et a été effectuce

par micro-Kjeldahl. Elle a donné les résultats suivants (Tableau V).

TABLEAU V.
Nature Rapport p. 100 Rapport p. 100
de la N total (¥) ~ lanins totaux - tanins totaux
poudre azote total ( azote total
10 5,1
i 5,8 p. 100 — — 0,63 —— = 0,32
Pzjusave 158 P 15,8 s — 03
8,8 4
. _— = 4 -— = 0,43
Pza iises500 9,3 p. 100 9.3 0,94 9.3 >3
o 18,0 9,2
ZC 4 iviare o wine 7,4 p. 100 — = 2.4 - = 1,24
Pzc ... p- 10 74 43 7.5 L
20 10
15,2 p. - _— = : = 0,6
Pzt.. 2 p. 100 152 1,31 152 ,65
|
- |
(*) Moyennes de'5 a4 7 dosages. !
(**) Valeurs de la technique volumétrique obtenues 4 partir des extrac-
tions des. poudres par acétone 50 p. 100 -+ H20 bidistillée 50 ,p. 100
(section ¢ Tableau III). L
" (***) Mémes valeurs que dans la note (%*) mais rapportées a.la courbe
“éialon d’acide géraniatannique (section. d). J

DISCUSSION.

Nous remarquerons en premier lieu que les étalonnages obtenus

par les techniques volumétriques et colorimétriques présentent des
différences. Ces différences sont d’une part liées a la sensibilité (coef-
ficient angulaire de la courbe volumétrique plus grand que celui de
la courbe photomeétrique) et d’autre part au fait que les deux techni-
ques sont en réalité trés différentes ; nous avons montré en effet dans
ce texte que la coloration tanins-fer pouvait étre considérée comme un
indicateur de pH ; par contre la technique par décoloration est moins
dépendante du pH initial étant donné que toutes les décolorations
sont constatées pour des pH inférieurs a 1.

Insistons sur le fait que les différentes techniques que nous em-
ployons pour. Pextraction des tanins ne nous ont pas permis des
extractions totales : une faible quantité, d’ailleurs variable, de tanins
reste fixée aux pulpes et échappe ainsi aux dosages. Les valeurs que
nous avons données ne sont donc pas des valeurs absolues, on remar-
quera toutefois qu’elles sont toujours comparables entre elles. Etant
donné que les tanins paraissent surtout adsorbés sur les protéines, on
pourrait penser i réaliser un traitement préalable par des enzymes
protéolytiques.

L’examen de nos résultats nous a conduits a insister sur une regle
de valeur tout a fait générale dont la nécessité avait déja été percue
par Avrisox et Hoover [12], BEREMBLUM, CHAIN et HEATLEY [13] dans

BULL. ST#. cHIM. BIOL., 1949, 31, N°° 5-6.
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d’autres cas. C’est ainsi que si 'on considére le pourcentage de tanins
par rapport au poids sec pulvérulent des différents tissus, on remar-
que que les tumeurs renferment le plus de fanins et que les tissus
sains connexes aux tumeurs en renferment moins. Chimiquement on
concoit qu’il ‘en soit ainsi puisque les tumeurs sont constituées en
majeure partie par un parenchyme et que les tanins paraissent loca-
lisés surtout dans les vacuoles des cellules de ce tissu (signalons tou-
tefois que la zone cambiale des tiges saines présente trés souvent un
noircissement aprés section au scalpel en fer), mais physiologique-
ment il en va autrement.

Lorsque nous définissons la quantité de tanins non plus par rap-
port a la valeur pondérale, qui est une valeur globale, mais par rap-
port a une autre coordonnée : azote total ou aminé, phosphore total
ou autre, etc..., on définit les tanins physiologiquement. Ainsi comme

tanins totaux

azote total
les tumeurs ont un indice beaucoup plus petit que celui des tissus
sains connexes. Etant donné que le poids d’azote total rend compte
de Ia quantité de substances nutritives et vivantes, les indices mon-
trent que les cellules tumorales possédent métaboliquement moins de
tanins que les tissus sains connexes.

En conclusion il ne suffit pas en biochimie de définir chlrmque-
ment un tissu mais il faut encore le définir physiologiquement : les
dosages doivent éire conduils tant par rapport au poids total que par
rapport a certaines substances qui auront été choisies comme, étant
les plus significatives ; ainsi se constitue la notion d’indice physio-
chimique. Si on effectue un dosage sans tenir compte de ces indices
— et ceci particulierement en technique cancérologique —, on éta-
blit des comparaisons entre des tissus qui en réalité ne sont nulle-
ment comparables étant donné leurs différences anatomlques et méta-
bollques

on I'a vu, quand on établit le rapport , on constate que

RESUME.

1) Deux mnouvelles techniques de dosage des tanins galliques: ont
été mises au point. L’une, photométrique, utilise la coloration bleue
produite par ces tanins et ’alun de fer et d’ammonium, coloration
dont l’intensité est fonction de la concentration en tanins. On établit
des courbes étalons avec de l’acide tannique ordinaire (sensibilité 120
a 140 v). L’autre, volumétrique, est fondée sur la décoloration par aci-
dification de la couleur bleue utilisée dans la technique photométri-
que. On établit également un ¢étalonnage avec l'acide tannique ordi-
naire et ’acide géraniatannique dont on donne la technique d’extrac-
tion a partir de P. zonale (sensibilité 40" v).

2) Ces techniques nous ont permis d’évaluer I'acide géraniatannique
du- Pelargonium zonale sain et tumoral (Crown gall). Différentes ex-
tractions de cet acide ont été examinées : a) par tampon borate,

.b) par diffusion a4 chaud (a reflux) par ’acétone & partir de tissus

frais, ¢) par diffusion & chaud par P’acétone a partir de tissus :séchés
et pulvérisés, d) par diffusion par un mélange acétone -+ eau (pro-

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1949, 31. n°5 5-6.
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portions variables) a partir de poudres. L’extraction n’a jamais été
totale dans ces conditions. ) . ) )

Si on rapporte la quantité d’acide géraniatannique au poids de
tissus, on trouve que c’est la tumeur qui ?enfel’"me .le plu.s Qe_f:e,com—
posé, mais si on rapporte la quantité d’acide géraniatannique a V’azote
total (qui rend compte de ’ensemble : substances nutrltwes.,-= substan-
ces fondamentales cellulaires), on trouve que ce sont les tissus con-
nexes 4 la tumeur qui ont Vindice le plus élevé.

3) On discute certains points et on met en évidenc’e la notion d’iz}—
diccs physiochimiques qui se dégagent des coordonnées choisies pour
figurer un dosage biochimique.
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