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SEMI-MICRODOSAGES DES TANINS G i l L L I Q U ^ . 
APPLICATIONS AU PELARGONIUM SAIN ET TUMORAL 

(CROWN-GALL). 
EXTRACTIONS ET D O S A G E S , 

par B. R Y B A K et L . H I R T H . 

{Mémoire présenté à la séance du 21 juin 19'i9). 

Nous avons c h e r c h é à doser la q u a n t i t é d'acide geraniatannique 
des tissus sains et tumoraux (Crown-gal l ) du Pelargonium zonale en 
vue ; . , 

1° d ' é t ab l i r une éven tue l l e re la t ion entre le taux de tanins et la 
r é s i s t a n c e aux r é i n f e c t i o n s du P. tamefacîens de certaines r é g i o n s sai­
nes de la tige pourvue de tumeurs [1] ; 

2° de re l ie r é v e n t u e l l e m e n t ce taux de tanins à la t o x i c i t é de ceux-
c i vis-à-vis de cultures de tissus [ 2 ] . 

Les d i f fé ren tes techniques p r o p o s é e s [3, 4, 5, 6] (*) pour doser les 
tanins ne nous ont pas pa ru satisfaisantes, soit parce qu'elles ne per­
mettent pas une éva lua t i on suffisamment p r é c i s e [3, 4 ] , soit parce que 
le dosage est peu spéc i f i que [5] ou encore que sa compl ica t ion est 
telle que les erreurs i n é v i t a b l e s de man ipu la t ion rendent la technique 
t rop approximat ive [ 6 ] . Nous avons alors mis au po in t deux techni­
ques rapides, l 'une p h o t o m é t r i q u e déjà é b a u c h é e dans un p r é c é d e n t 
t r a v a i l [ 1 ] , l 'autre v o l u m é t r i q u e , toutes les deux f o n d é e s sur la r é ­
action des comi josés p h é n o l é s aux sels de fer. 

T E C H N I Q U E P H O T Q M É T R I Q U E . 

Le p r i nc ipe revient à é v a l u e r l ' i n t e n s i t é de la colorat ion bleue 
produi te par l 'a lun de fer et d ' ammonium et les tanins à pyroga l lo l . 
C'est le cas à la fois de l 'acide geraniatannique du P. zonale [1] (**) 
et de l 'acide tannique ordina i re . 

A l 'aide du p h o t o m è t r e de Meunier nous avons donc construi t les 
courbes d ' é t a l o n n a g e par rappor t à des concentrat ions connues d'acide 
tannique à l ' é the r et à di f férents p H (* * * ) . 

(*) I l en existe beaucoup d'autres, mais poui- ne pas rendre notre cr i ­
tique fastidieuse, nous n'avons relevé que les techniques qui pouvaient se 
rapprocher le plus des nôtres. 

(**) Toutes les mesures ont été effectuées sur la variété « J a r d i n des Plan­
tes » du P. zonale cultivée dans la serre de l ' Inst i tut Pasteur de Paris à 
20° C. Les plantes utilisées étalent des plantes de la fin automne-début 
hiver. 

(***) Bien entendu, les tanins é tant des acides, on maintenait le même 
pH pour toutes les dilutions d'une même mesure. Cette précision est égale­
ment valable pour notre technique volumétr ique. 
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, . . ]1 est absolument n é c e s s a i r e de ne pas t en i r compte de la valeur 
p h o t o m é t r i q u e p ropre de chaque solution é ta lon et de ne c o n s i d é r e r 
que la valeur obtenue a p r è s adjonct ion de l 'a lun (*) . 
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Les courbes I et I I i nd iquen t les r é s u l t a t s . 

On remarquera : 

1°) les grandes var ia t ions l iées au p H ; 
'•") le p a r a l l é l i s m e re la t i f des courbes comprises entre p H 2,2 et p H 

( ) ProLocole d'une manipulation : 4,8 ml d'acide tannique à l 'éther 
aissous dans l'eau sont mis dans un tube à essais et addit ionnés de 0.2 ml 
«une solution d'alun de fer et d'ammonium à 0.1 p. 100. I ! faut prendre soin 
; "'i-'n agiter afin de rendre la coloration liomogène. La concentration d'alun 

|J,1 D. 1(10 In rrincPTitvntiriTi ^^r,t;m!, iing conceutration plus forte ne 
'appareil de Meunier employé serait pas compatible avec la sensibilité de 

lors des -mesures. Le mélange est mis dans une cuve à faces parallèles "et 
^i-b mesures sont faites en lumière verte. Toutes les courbes présentées dans 
" ti-;i.v;i;l sont construites sur des moyennes d'au moins trois détermina­

t i o n s , 

" l ' i . i . . s-ri'i. c H i M . B i o i . . , 1949, 31, N " ' 5-6. 
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3") r a l lu re diffcrente des courbes à p a r t i r de p H 5,5 correspondant 
à un brusque d é p l a c e m e n t de la co lora t ion de la solution d'acide tan­
nique vers les grandes longueurs d'onde. 

T E C H N I Q U E V O L U M É T R I Q U E . 

La d é c o u v e r t e du fait q u ' à p H < 1 la co lora t ion bleu obtenue par 
l 'a lun de ter et d 'ammonium et les tanins disparaissait, nous a a m e n é s 
à mettre au poin t une nouvelle technique do dosage des tanins. 

I . — Eialonnage par rapport à l'acide tannique' à l'éther. 

2 m l de la solution d'acide tannique à l ' é t h e r à des concentrations 
variables (*) sont a d d i t i o n n é s de î m l d'une solution d 'alun de fer 
et d ' ammonium à 1 p. 100 ; a p r è s agi tat ion on ajoute à la m i c r o ­
burette de l 'acide ch lo rhydr ique exactement t i t r é (dans nos essais : 
0,996 N ) . Les é t a lonnages ont été effectués dans 2 sé r i e s de m i l i e u x 
d i f fé ren ts : 

a) un m i l i e u uniquement aqueux ; 
b) un m i l i e u acé tone 50 p. 100 + eau 50 p. 100. 
Les courbes I I I r e p r é s e n t e n t nos r é s u l t a t s . 

c ONCE NTRATI ON&r. (at.tJMtanrac,uÊ  

Courbes I I I . 

La courbe 1 correspond à des solutions d'acide tannique dans l'eau à pH 
7,0. 

La courbe 2 correspond à des solutions d'acide tannique dans l'eau à pH 
3,7 et à pH 5 ; elle se superpose exactement à celle correspondant à des so­
lutions d'acide tannique dans l 'acétone à pH 7,0. 

La courbe 3 correspond à des solutions d'acide tannique dans l'acétone 
à pH 5 et à pH 3,7. 

L.à courbe 4 correspond à l'acide geraniatannique dans l'eau à pH 5,0. 

(*) Utiliser de préférence de l'eau bidistil lée bouillie pour les dilutions. 
B U L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1949, 31, N " ' 5-6. 
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M ! L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1949, 31, N 
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On-remarquera que 

1. les courbes 1, 2 et 3 sont d 'un p a r a l l é l i s m e assez satisfaisant ; 
2. la l i m i t e de s e n s i b i l i t é est r e p o u s s é e à 40 y (notre m é t h o d e photo-

u i é t r i q u e ne permet g u è r e qu'une" s en s i b i l i t é de l ' o rd re de 120 à 140 y. 
Nous expliquons ceci par le fai t q u ' i l est plus facile pour l ' o p é r a t e u r 
d ' a p p r é c i e r le terme de la r é a c t i o n au cours du dosage par re tour 
(vo lumé t r ique ) que pour la cellule p h o t o é l e c t r i q u e lorsqu 'on t r ava i l l e 
à la l i m i t e de sa zone de s e n s i b i l i t é (*) ; 

3. les courbes du m i l i e u a c é t o n i q u e tout au moins se superposent 
exactement pour le p H 3,5 et 5,0 alors que les d i f f é rences é t a i e n t 
m a r q u é e s dans la technique p h o t o m é t r i q u e ; nous a t t r ibuons ce fait 
à ce que la colora t ion du m é l a n g e t ann in et sel de fer constitue ime 
vé r i t ab l e colorat ion d ' indicateur de p H . 

. , I I . — Etalonnage par rapport à l'acide geraniatannique.. 

R E M A R Q U E S P R É L I M I N A I R E S . 

1) En tout é ta t de cause les courbes é t a lon é t ab l i e s à l 'aide d'acide 
tannique ord ina i re ne peuvent servir de r é f é r e n c e s que pour des éva­
luations d'acide tannique o rd ina i r e dans des v é g é t a u x qu i en renfer­
ment en effet i l est hautement probable (et en pa r t i cu l i e r dams notre 
cas) que la const i tu t ion • et le poids m o l é c u l a i r e des d i f fé ren ts tanins 
sont d i f fé ren ts et qu'en c o n s é q u e n c e la correspondance qu 'on veut 
é tab l i r entre l 'acide tannique et l 'acide geraniatannique est t r è s a rb i ­
traire. En toute r igueur on doi t donc é t a b l i r des courbes étaloji pour 
le dosage de l 'acide geraniatannique à p a r t i r de cet acide, c'est pour­
quoi nous l 'avons extra i t du P. zonale. 

2) Si l 'on essaie de déf in i r un rappor t quelconque entre les courbes 
éta lons de nos techniques v o l u m é t r i q u e s et p h o t o m é t r i ' q u e s Obtenues 
avec l 'acide tannique o rd ina i re , on s ' a p e r ç o i t qu'aucune correspon­
dance rat ionnel le satisfaisante ne peut ê t r e mise en é v i d e n c e . Ceci 
tient au fai t cju'en déf in i t ive la technique p h o t o m é t r i q u e est g ro s s i è ­
re ; c'est pou rquo i : 

a) les autres techniques p h o t o m é t r i q u e s de dosage des tannins , 
comme celles de M I T C H E L L [7, 8 ] , de R O S E N B L A T T et P E L U S O [ 9 ] , q u i 
utilisent des réac t i f s d i f fé ren t s des n ô t r e s ne sont pas autrement sa­
tisfaisantes ; 
. b) nous donnons la p r é f é r e n c e à la technique v o l u m é t r i q u e . La 
courbe é ta lon obtenue avec l 'acide geraniatannique sera donc une 
courbe étalon, v o l u m é t r i q u e ; comme de plus, nous avons surtout t ra­
vai l lé à p H 5 (vo i r plus l o i n ) nous ne donnerons que la courbe cor­
respondant à p H 5,0. 

A) Extraction de l'acide geraniatannique. 
Après lavage à l'eau de conduite et essorage sur papier f i l t r e , on 

porte des tiges de P. zonale d é b a r r a s s é e s des p é t i o l e s et des feuilles à 

(*) L'adjonction d'HCl au mélange coloré d'acide tannique et d'alun 
provoque l'apparition d'un « nuage » de décoloration ; un opérateur exercé 
peut facilement apprécier le moment où, après, agitation, l'adjonction d'acide 
ne produit plus ce nuage et où par conséquent la décoloration peut être 
considérée comme terminée. 
l U ' C L . S T É . C H I M . B I O L . , 1949. 31, 5-6. 
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la dessiccation à 100° C pendant quelques heures. (On favorise cette 
o p é r a t i o n en d é c o u p a n t les tiges en fragments de 2 cm. de long) . On 
p u l v é r i s e ensuite au mor t ie r ou mieux au Latapie. On place 1 par t ie ' 
de poudre en p r é s e n c e de 4 parties d'une solut ion renfermant : , 

75 g. d ' é t h e r .sulfurique, 
10 g. d ' é t h a n o l à 96°,, 

3 g. d'eau b id i s t i l l ée . 
On laisse en contact une nu i t à la t e m p é r a t u r e du laboratoire et on 

épu i se à chaud pendant 2-3 heures. On f i l t r e et on é v a p o r e à 50" C. 
On é p u i s e de nouveau à l ' é the r , f i l t r e sur Cha rd in et é v a p o r e dans l e 
vide phosphoriquc. On obtient a p r è s 10 jours une masse amorphe 
b r u n â t r e p o s s é d a n t une odeur p r o n o n c é e ( N : 3-3,25 p. 100). On p u r i ­
fie en reprenant par l'eau d i s t i l l ée boui l lante ; dans ces condi t ions i l 
se forme des grumeaux n o i r â t r e s , goudronneux. On f i l t r e et on laisse 
reposer une nui t à 4° C (le m i l i e u s 'opacifie rapidement) a p r è s quoi 
on centrifuge et é v a p o r e le surnageant à 50° C. 

I^e p rodu i t b run obtenu ressemblant à un vernis ne renferme pas 
d'azote mais i l p o s s è d e encore la m ê m e odeur que le p rodu i t non pu­
r i f ié (nous avons fait quelques essais de d i s t i l l a t ion mais le p r o d u i t 
obtenu p r é s e n t a i t encore cette odeur) . I l donne é v i d e m m e n t une iré^ 
act ion bleue avec les sels de fer et une r é a c t i o n de Mol isch (hexo-
ses) posi t ive ; i l r é d u i t l a l iqueur de Feh l ing et le permanganate de 
potassium. Les solutions c o n c e n t r é e s sont opalescentes surtout à basse 
t e m p é r a t u r e . Nous ne pouvons affirmer que notre p rodu i t est pur , c^est 
pourquo i la courbe é t a lon n'ë.st d o n n é e que sous certaines r é s e r v e s (*). 

B) Etalonnage. 
Nous avons o p é r é par v o l u m é t r i e comme dans le cas de l 'acide 

tannique ord ina i re . La courbe 4 (Courbe I I I ) constitue l ' é t a lon à 
p H 5,0. On remarquera le coefficient angulaire plus grand que celui 
des courbes d ' é t a l o n n a g e de l 'acide tannique o rd ina i re . 

A P P L I C . \ T I O N S . 1 

E X T R A C T I O N S D E S T. \NINS D U P. zonale E T DOSAGES. 

- 1) Extraction a Veau à partir de tissus frais. 
Pour ne pas ê t r e gênés par les d i f f é r e n c e s de p H des sucs sains 

et tumoraux (pour Pzt extrai t par l 'eau b i d i s t i l l é e — 1 par t ie de ma­
té r i e l végé ta l pour 10 parties de solvant —, p H : 6,25 ; pour PzO 
dans les m ê m e s condi t ions, p H : 4,50) (**) , nous avons effectué: les 
extractions par Ijroyage des tissus en j ) r é s e n c e d 'un tami3on borate 
à p H 7,8. , . , . . 

(*) La colaration de notre produit laissant présumer une oxydation, nous 
avons réalisé quelques essais d'extraction par voie anhydre (par l'acétone) 
mais par évaporation du solvant on obtenait encore une masse colorée, 

(*"; .Nous emploierons au cours de cet e.xposé la notation suivante : 
Pzt = P. zonale. tumoral (tumeurs de 3-5 mois non nécrosées obtenues 

par inoculations de Phytomonas (Bacterium) tumefaciens variété « 42/4 »). 
PzO = P. zonale sain (tige totale)! 
Pzc = P. zonale parties connexes aux tumeurs. 
Pzj r= P. zonale sain, jeune- (entrenœuds d 'élongation). 
Pza = P. zonale sain âgé (entrénœuds près du collet). ;• 

B U L L . S T É . C H I M . B I O L . , 3949, 31, 5-6. : 

SEMI-MICRC 

Protocole d'une expér. 
b r o y é s au mor t ie r pendai 
avec du sable de Fontai) 
Nous avons effectué des 
d i q u é ci-dessus. On a t r 
l 'extra i t de Pzt et 68,5 p 
d 'orientat ion conf i rmant 

2) Extractio 

On a déjà c o n s i d é r é I ' 
en tanins serait p r o p o r t i 
feux (1) ; or les r é su l t a t s 
pas de noter de différer 
deux sucs c o n s i d é r é s . De 
tives aux sels de fer, le 
nous avons alors p e n s é c 
à l'eau pour les extractio 
flux. I l é ta i t vrais embl a i 
tanins devait ê t re plus ce 
totale de p r o t é i n e s . 

Protocole d'une expert 
b r o y é s au mor t ie r en p r é 
d ' a cé tone « pure » (Prol 
dans un appareil r o d é à 
dont une par t ie sert au 1 
à l ' ébu l l i t ion pendant un 
un courant d'eau et on p 
tions les pulpes ne donn 
fer. On r a m è n e le volume 
1/2 volume d'eau bid is t i : 
dci d i s t i l l a t ion ne sente p 
d is t i l l â t ) . 

Les extraits sont alors t 
pour Pzj, 3,50 ; pour Pza 
extraits par NaOH N / 5 ap 
dis t i l lée . On p r é l è v e 50 
50 m l d ' a c é t o n e « pure » 
selon la technique volumi 

Pza . . . 

Pzt . - . . . 

;.Qn voi t que les valeur; 
tiques. 

3) Extractions de poi. 

Ces r é su l t a t s sur tissus 
!es poids auxquels on ram 

K U L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1949, 3 
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ist i l lée — 1 partie de ma-
—, p H : 6,25 ; pour PzO 
), nous avons effectué: les 
icnce d'un tamiDon borate 

•ésumer une oxydation, n o u s 
voie anhydre (par l'acétone) 
encore une masse colorée. 
isé_ la notation suivante : 
Qois non nécrosées obtenues 
imefaciens variété « 42/4 »). 

1rs. , : ' . 
élongation). 
lu collet). 
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Protocole d'une expérience. •— 5,510 g. de tissu (PzO et Pzt) Sont 
b r o y é s au mor t i e r pendant 25 minutes en p r é s e n c e de 10 m l de t ampon 
avec du sable de Fontainebleau, on centrifuge et on r a m è n e à 20 m l . 
Nous avons effectué des mesures p h o t o m é t r i q u e s comme i l a é té i n -
t l iqué ci-dessus. On a t r o u v é (en l u m i è r e rouge) : 70 divisions pou r 
l ' ex t ra i t de Pzt et 68,5 pour l ' ex t ra i t de PzO. I l s'agit là d 'un dosage 
d 'or ientat ion conf i rmant les r é s u l t a t s r a p p o r t é s p r é c é d e m m e n t (1). 

2) Extraction des tissus frais par l'acétone. 

•On a déjà c o n s i d é r é l 'argument anatomique selon lequel la teneur 
en tanins serait p ropor t ionne l le à la q u a n t i t é de tissus parenchyma-
teux (1) ; or les r é s u l t a t s que nous venons de rapporter ne permettent 
pas de noter de d i f fé rences .sensibles dans la teneur en tanins des 
deux sucs c o n s i d é r é s . De plus les pulpes de broyage sont-encore posi­
tives aux sels de fer, le p r o c é d é d 'ext rac t ion est donc insuffisant et 
nous avons alors p e n s é q u ' i l serait p r é f é r a b l e de substituer l ' a c é t o n e 
à l 'eau pour les extractions et d'effectuer celles-ci par chauffage à re­
flux. I l é ta i t vraisemblable que dans ces condi t ions l ' ex t rac t ion des 
tanins devait ê t re plus c o m p l è t e et nous é t i o n s a s s u r é s d'une absence 
totale de p r o t é i n e s . 

Protocole d'une expérience. — 7,730 g. de Pzt et de PzO sont 
b r o y é s au mor t i e r en p r é s e n c e de sable de Fontainebleau et de 20 m l 
d ' a c é t o n e « pure » (Prolabo) ; le tout est t r a n s v a s é soigneusement 
dans un apparei l r o d é à re f lux ; on ajoute 80 m l d ' a c é t o n e « pure 5> 
dont une par t ie sert au lavage du. mor t i e r et on effectue l ' ex t rac t ion 
à l ' ébu l l i t ion pendant une heure puis on re f ro id i t rap idement sous 
an courant d'eau et on pa.sse sur un f i l t r e Laurent . Dans ces condi ­
tions les pulpes ne donnent plus qu'une l égè re r é a c t i o n aux sels de 
fer. On r a m è n e le volume des extraits à 200 m l par l ' a cé tone , on ajoute 
1/2 volume d'eau b id i s t i l l é e et on dis t i l le j u s q u ' à ce que le l i qu ide 
de d i s t i l l a t i on ne sente plus l ' a c é t o n e (on se guide sur le volume du 
(hst i l la t) . 

Les extraits sont alor.s troubles et leur p H est : pour Pzt, 4,21-4,38 ; 
pour Pzj, 3,50 ; pour Pza, 2,75. On a m è n e alors à p H 4,90 tous ces 
extraits par NaOH N / 5 a p r è s avoir r a m e n é à 200 m l avec de l 'eau b i ­
dis t i l lée . On p r é l è v e 50 m l de ce m i l i e u t rouble et on l u i adjoint 
50 m l d ' a c é t o n e « p u r e » , ce qu i c la r i f ie le m i l i e u ; on dose alors 
selon la technique v o l u m é t r i q u e . Le Tableau I indique nos r é s u l t a t s . 

T A B L E A U L 

Pzj . 0.008 p . 100 

Pza 0,009 p. 100 

l'zt 0,010 p . 100 

On voi t c(ue les valeurs obtenues sont encore prat iquement iden­
tiques. 

3> Extractions de poudres de tissus par l'acétone et dosage. 

l'es r é s u l t a t s sur tissus frais pouvaient ê t r e faussés par le fait que 
les poids auxquels on ramenait les valeurs en tanins é ta ien t des poids 

S T K . C H I M . B I O L . , 1949, 31, N " " .5-S. 
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de tissus h é t é r o g è n e s . Cependant les r é s u l t a t s de G G S S E T , TCH.AKIRI.4LX 
et M A G R O U [10] sur la teneur en eau des tissus sains et tumoraux 
(crown-gal l de P. zonale) donnent des chifTres pra t iquement identiques 
par rappor t au poids. Pour obtenir des r é s u l t a t s r é e l l e m e n t compa­
rables entre eux, nous avons p e n s é d é t r u i r e les. divers tissus à ana­
lyser par s é c h a g e et p u l v é r i s a t i o n , ce qu i permet ta i t d ' é t ab l i r une 
u n i t é pondérale le plus i n d é p e n d a n t possible .de Tanatomie. 

Protocole d'une expérience, — Des fragments de Pza et de _ Pzt 
sont des séchés à 100° C pendant 24 h. puis b r o y é s au mor t i e r ou au 
Latapie ; 0,5 g. d è poudre de chacun des tissus sont i n t rodu i t s dans 
un extracteur à ref lux et mis en p r é s e n c e de 100 m l d^acétone « p u ­
r e » . L 'ex t rac t ion est faite comme p r é c é d e m i n e n t pendant 1 h . jOn 
p r o c è d e ensuite comme i l a é té di t plus haut. I l est à remarquer que 
la r é a c t i o n aux sels de fer effectuée sur le r é s i d u et a p r è s f l l t r a t ion 
e.st beaucoup plus nette que dans le cas p r é c é d e n t . Le Tableau I I 
ind ique nos r é su l t a t s . 

T A B L E A U n. ' 

Pza . . . . 

Technique 
volumétrique 

Technique 
photométrique 

(écraii vert) 

Pza . . . . 0,012 p. 100 

0,024 p. 100 

0,024 p. 100 

0,024 p. 100 Pzt 

0,012 p. 100 

0,024 p. 100 

0,024 p. 100 

0,024 p. 100 

N . B . — Les r é s u l t a t s obtenus par la technique p h o t o m é t r i q u e .sont 
dus au .fait que, pour des concentrations en tanins de cet ordre , nous 
noiis t rouvons dans la l i m i t e ' d e s e n s i b i l i t é de l ' appare i l de Meunier. 

L 'ex t rac t ion i n c o m p l è t e par l ' a c é t o n e « pure » des tanins contenus 
dans les poudres nous a a m e n é s à modi f i e r le l i qu ide d 'ext rac t ion en 
l u i ajoutant de l'eau. 

\) Extradions des pondrss par d'acétone- + H,0 et dosage. 

a) Avec acétone 50 p. 100 - j - H.fi bidistillée 30 p. 100. 

0,2 g. de poudre sont a d d i t i o n n é s de 25 m l d ' a c é t o n e « p u r e » - f 
25 m l d'eau b id i s t i l l ée . Puis on p r o c è d e comme i l a é té i n d i q u é ; dans 
ces condit ions la r é a c t i o n aux sels de fer des pulpes a p r è s flltration 
est bien plus faible que p r é c é d e m m e n t , c'est donc la p r é s e n c e d'eau 
qui favorise l ' ex t rac t ion . Les l iquides d 'ex t rac t ion sont r a m e n é s à lOO 
m l par l ' a cé tone « pure », puis on dis t i l le j u s q u ' à ce que le d i s t i l l â t 
ne sente plus l ' a cé tone . Cette man ipu la t ion a é té effectuée dans le but 
de ramener les extraits au m ê m e p H ; les p H de ces dis t i l la is é t a i en t 
respectivement pour PzO ; 5,05 ; Pzj : 4,45 et Pzc : 4,95. On remar­
quera que les d i f fé rences entre ces p H n 'ont pra t iquement aucune 
importance en ce qu i concerne les dosages v o l u m é t r i q u e s (Cf. courbes 
I I I ) . Le Tableau I I I i nd ique nos r é s u l t a t s . 

U U L L . S T É . C H I . M . B l O I , . , 1949, SI, N ° ' 5-6. 
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T E C H X I Q I 

Nature 

(le la 

IioïKlro 

Pza . . 
P z j . . . 
Pz t . . . 
Pzc... 

Pom'ceiilag'G 
iLirect exiirimé 

en acide tannique 
(le la solution 

exlraclive déduite 
dos courbes étalons 

(a) 

0,044 
0,050 
0,10 
0,090 

Teneu" 
en 

g-érauia 
(par con 

ave 
fonrlies 
d'acide 

en tenai; 
des di: 

(bi 

(*) En mg. pour 0,2 mg. de ] 

T 

T E C H N I Q I 

(é 

Nature 

de la 

poudre 

Pourceutage 
direct exprimé 

en acide tanniqui 
de la solution 

extractive déduit 
des courbes étalot 

(a) 

Pza . . . . . . . 0,057 . 
0,060 
0,067 
0,062 

Pzj 
0,057 . 
0,060 
0,067 
0,062 

P z t . . . . . 

0,057 . 
0,060 
0,067 
0,062 Pzc 

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

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

b) Avec acétone 70 p. 100 -

On vient de voi r que la d: 
par c o n s é q u e n t une cause d'e 
plifié le dosage en supprima 
c h e r c h é à vo i r si,-en augmei 
t ion é ta i t meilleure. Nous ave 
qui est celle u t i l i sée par BAW: 
tanins du Fraisier [11]. Souh, 
encore i n c o m p l è t e dans ces 
diiites comme nous l'avons ( 

B U L L . S T É . C H L M . B I O L . , 1949, 31, I 
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i de G G S S E T , T C H A K I R I A N 
issus sains et tumoraux 
; pratiquement identiques 
ultats r ée l l emen t compa-

les. divers tissus à ana-
permettait d ' é tab l i r une 

le de l 'anatomie. 

ments de Pza et de Pzt 
b r o y é s au mor t ie r ou au 
ssus sont in t rodui ts dans 
ie 100 m l d^'acétone « pu-
minent pendant 1 h . J>n 
iV i r est à remarquer que 
r é s i d u et ap rès f l l t ra t ion 

p récéden t . Le Tableau I I 

Technique 
phototnétrique 

(écran vorti 

0,024 p. 100 

0,024 p. 100 

iinique p h o t o m é t r i q u e - s b ù t 
1 tanins de cet ordre, nous 
! de l 'appareil de Meunier, 
pure » des tanins contenus 
r le l iquide d 'extraction en 

onc + HM et dosage. 

tillée 50 p. 100. 

m l d ' acé tone « pure » + 
mme i l a été i n d i q u é ; dans 
des pulpes a p r è s f l l t ra t ion 

est donc la p r é s e n c e d'eau 
tract ion sont r a m e n é s à 100 

jusqu ' à ce que le d is t i l lâ t 
a été effectuée dans le but 

p H de ces dist i l lais é t a i en t 
et Pzc : 4,95. On remar-

n'ont pratiquement aucune 
vo lumé t r i ques (Cf. courbes 

T A B L E A U I I I . 

T E C H N I Q U E V O L U M É T R I Q U E . 

Nature 

(le la 

poudre 

Pourcentage 
direct exprimé 

en acide tannique 
de la solution 

extractive déduite 
des courbes étalons 

(a) 

Teneur totale 
en acide 

geraniatannique 
(par comparaison 

avec les 
courbes étalons 
d'acide tannique 

en tenant compte 
des dilutions) 

(b) :*) 

Pourcentage 
d'acide 

g'éraniatannique 
déduit de bj 

10) 

Î ourcentag-e 
d'acide 

geraniatannique 
rapporté 

à la. courbe étalon 
acide 

geraniatannique 

(d) 

Pza . . 0,044 17,6 8,8 4 
P z j . . . 0,050 20 10 5,1 
Pzt . . . 0,10 40 20 10 
P z c . . 0,090 36 • 18 9,2 

(*) En mg. pour 0,2 mg. de poudre. ' 

T A B L E A U I I I . 

T E C H N I Q U E P H O T O M É T R I Q U E . 

( é c r a n ver t ) . 

Nature 

de la 

poudre 

Pourceutag-o 
direct exprimé 

eu acide tannique 
de la solution 

extractive déduite 
des courbes étalons 

(a) 

Teneur totale en acide 
geraniatannique 
(par comparaison 
avec les courbes 
étalons d'acide 

tannique en tenant 
compte des dilutions) 

(b) 
en mg. pour 

0,2 g-, de poudre 

Pourcentage d'acide 

geraniatannique 

déduit de (b] 

(c) 

Pza 0,057 ' 22,8 11.4 
Pzj 0,060 24 12 
Pz t . . . 0,067 26,8 13,4 
Pzc. 0,062 24,8 12,4 

b) Avec acétone 70 p. 100 + H,0 bidistillée 30 p. 100. 

On vient de vo i r que la d i s t i l l a t ion é ta i t une o p é r a t i o n superflue, 
par c o n s é q u e n t une cause d'erreurs s u p p l é m e n t a i r e s . Nous avons sim­
plifié le dosage en suppr imant la d i s t i l l a t ion ; de plus nous avons 
c h e r c h é à v o i r si ,-efi augmentant le pourcentage d ' a c é t o n e , l 'extrac­
t ion é ta i t meil leure. Nous avons chois i la concentrat ion de 70 p. 100 
qui est celle u t i l i sée par B . W D E N et KLECZOV^TSKI pour l ' ex t rac t ion des 
tanins du Frais ier [11] . Soulignons, dès à p r é s e n t , que l ' ex t rac t ion est 
encore i n c o m p l è t e dans ces condit ions. Les o p é r a t i o n s ont é té con­
duites comme nous l 'avons déjà d i t et les dosages p r a t i q u é s i m m é -

B L - L I . . S T É . C H I M . B I O L . , 1949, 31, N " 5-6. 70 
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(liatement aprè.s extract ion et refroidissement. Les r é su l t a t s ci-dessous 
(Tableau IV) montrent que les valeurs obtenues sont prat iquement 
égales à celles obtenues par extract ion à l ' a c é t o n e 50 p . 100 - f PLQ 
50 p. 100 suivie de d is t i l la t ion . 

T A B L E A U I V . 

T E C H N I Q U E V O L U M É T R I Q U E . 

S E M I - M I C R O D O S 

Natiu-c 

.le la 

jioudre 

Poiirceiitage 
direct exprimé 

iM) acide tannique 
de la solution 

extractive déduite 
des courbes étalons 

Teneur totale en acide 
geraniatannique 
(par comparaison 
avec les courbes 
étalons d'acide 

tannique en tenant 
compte des dilutions 

'b 
eu mg. pour 

0,"2 g. de poudre 

Pomceulag-e d'acide j 
1 

geraniatannique ! 

déduii de (b) 

(e) 

l^za 0,050 20 10 
Pzj 0,053 21,2 10,6 
Pzt 0,091 36.4 18,2 
Pzc 0.090 36' 18 

T A B L E A U I V . 

T E C H N I Q U E P H O T O M É T R J Q U E . 

{éc ran ve r t ) . 

.Mature 

lie la 

poudre 

Pourcentage 
direct exprimé 

eu acide tannique 
de la solution 

extractive déduite 
des courbes étalons 

(a) 

Teneur totale en acide 
geraniatannique 
(par comparaison 
avec les courbes 
étalons d'acide 

tannique en tenant 
compte des dilutions 

(b) 
en mg. pour 

0,2 g. de poudre 

Pourcentage d'acide 

geraniatannique 

déduit de (b) 

•('••) 

Pza . . . . . . . . 0,060 24 12 
Pzj . . . . 0,061 24 12,2 
Pzt . . 0,065 26 13 
Pzc 0,060 24 12 

Remarque. — Quel que soit le p r o c é d é d 'ext rac t ion u t i l i sé , le rap-
tanins totaux . , = . , ^ 

nor t —r-ï—; r-i cst touiours s u p é r i e u r dans les tumeurs, 
^ poids humide ou sec 
or la masse de cellules vivantes est t r è s d i f f é r en t e dans les tissus sains 
et les tissus tumoraux ; nous avons alors c h e r c h é à é v a l u e r le rapport 
tanins totaux 
azote total 

l îITI.I, . S T É . C H I M . B I O L . , 1949, 31, N " 5-6. 

(A ' t t e é tude a p o r t é sur 
par micro-Kjeldahl . Elle a ( 

1 

.Nature 
de la 

poudre 

Pzj. 

Pza 

Pzc 

Pzt. 

N t o t a l C») 

15,8 p. 100 

9.3 p. 100 

7.4 p. 100 

15,2 p. 100 

(*) Moyennes de 5 à 7 dosa, 
(**) Valeurs de la technique ^ 

tions des poudres par acétone 
(section c Tableau I I I ) . 

(***) Mêmes valeurs que dans 
étalon d'acide geraniatannique 

D 

Nous remarquerons en pre i 
])ar les techniques vo lumé t r i q 
di f férences . Ces d i f fé rences soi 
ficient angulaire de la courbe 
la courbe p h o t o m é t r i q u e ) et d' 
ques sont en r éa l i t é t rès diffère 
ce texte que la colorat ion tanin; 
indicateur de p H ; par contre 1 
d é p e n d a n t e du p H i n i t i a l état 
sont cons t a t ées pour des p H i n 

Insistons sur le fai t que les 
ployons pour, l ' ext ract ion des 
extractions totales : une faible 
reste fixée aux pulpes et é c h a p 
nous avons d o n n é e s ne sont doi 
quera toutefois qu'elles sont to 
donné que les tanins paraissent 
pourrai t penser à r é a l i s e r un t 
p ro t éo ly t i ques . 

L'examen de nos r é su l t a t s no\ 
de valeur tout à fait g é n é r a l e d 
par A L L I S O N et H O O V E R [12], B E : 

' • - ' • L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1949, 31, N " " 
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iement. Les résu l ta t s ci-dessous 
•s obtenues sont pratiquement 
i à l ' acé tone 50 p. 100 -f- H , 0 

IV. 

l É T R I Q U E . 

totale eo acide 
Qiatan nique 
Mmparaison 
le.s courbes 

ons d'acide 
[ue en tenant 
des dilutions 

'h. 
mg. pour 

f. de poudre 

Pourcentage d'acide 

geraniatannique 

(iédui; de (b) 

(e) 

20 
21,2 
36,4 
36 

10 
10,6 
18,2 
18 

IV. 

OMÉTRIQUE. 

' t ) . 

totale en acide 
uialannique 
comparaison 
les courbes 

;ons d'acide 
que en tenant 
des dilutions 

(b) 
mg. pour 

5'. de poudre 

Pourcentage d'acide 

geraniatannique 

déduit de (b) 

(>•) 

24 
24 
26 
24 

12 
12,2 
13 
12 

•édé d 'extraction ut i l i sé , le rap-

3urs s u p é r i e u r dans les tmneurs, 

s d i f férente dans les tissus sains 
)rs c h e r c h é à éva luer le rapport 
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Cette é tude a p o r t é sur les poudres b r o y é e s et a été effectuée 
par micro-Kje ldahl . El le a d o n n é les r é su l t a t s suivants (Tableau V ) . 

T A B L E A U V. 

IVature 
de la 

poudre 

Pzj. 

Pza 

Pzc 

Pzt. 

N t o t a l (*) 

15,8 p . 100 

9.3 p. 100 

7.4 p. 100 

15,2 p. 100 

Rapport p. 100 
tanins totaux ,.,, 
azote total * ' 

10 
15,8 

9,3 

18,0 
7,'4 

20 
15,2 

0,63 

0,94 

2,43 

1,31 

Rapport p. 100 
taniiis totaux 
azote total 

5,1 ^ 
15,8 

4 _ 
9,3 "~ 
9,2 
7,4 

10 
15,2 

0,32 

0,43 

1,24 

0,65 

(*) Moyennes de 5 à 7 dosages. 
• (**) Valeurs de la technique volumétr ique obtenues à partir des extrac­
tions des poudres par acétone 50 p. 100 + H20 bidistil lée 50 ,p. 100 
(section c Tableau I I I ) . 

(•*') Mêmes valeurs que dans la note (**) mais rapportées à . la courbe 
étalon d'acide geraniatannique (section d). 

D I S C U S S I O N . 

Nous remarquerons en premier l ieu que les é t a l o n n a g e s obtenus 
par les techniques v o l u m é t r i q u e s et c o l o r i m é t r i q u e s p r é s e n t e n t des 
différences. Ces d i f f é r ences sont d'une par t l iées à la s e n s i b i l i t é (coef­
ficient angulaire de la courbe v o l u m é t r i q u e plus grand que celui de 
la courbe p h o t o m é t r i q u e ) et d'autre par t au fai t que les deux techni ­
ques sont en r é a l i t é t r è s d i f fé ren tes ; nous avons m o n t r é en effet dans 
ce texte que la co lora t ion tanins-fer pouvai t ê t r e c o n s i d é r é e comme un 
indicateur de p H ; par contre la technique par d é c o l o r a t i o n est moins 
d é p e n d a n t e du p H i n i t i a l é t a n t d o n n é que toutes les d é c o l o r a t i o n s 
sont cons t a t ées pour des p H i n f é r i e u r s à 1. 

Insistons sur le fai t que les d i f fé ren tes techniques que nous em­
ployons pour l ' ex t rac t ion des tanins ne nous ont pas permis des 
extractions totales : une faible q u a n t i t é , d 'ail leurs variable, de tanins 
reste fixée aux pulpes et é c h a p p e ainsi aux dosages. Les valeurs que 
nous avons d o n n é e s 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 a d s o r b é s sur les p r o t é i n e s , on 
pourrai t penser à r é a l i s e r un trai tement p r é a l a b l e par des enzymes 
p ro téo ly t iques . 

L'examen de nos r é s u l t a t s nous a conduits à insister sur une règ le 
de valeur tout à fai t g é n é r a l e dont la nécess i t é avait déjà é té p e r ç u e 
par A L L I S O N et H O O V E R [12], B E R E M B L U M , C H A I N et H E A T L E Y [13] dans 
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d'autres cas. C'est ainsi que si l 'on c o n s i d è r e le pourcentage de tanins 
par rappor t au poids sec p u l v é r u l e n t des d i f fé ren t s tissus, on remar­
que que les tumeurs renferment le plus de tanins et que les tissus 
sains connexes aux tumeurs en renferment moins. Chimiquement ou 
c o n ç o i t q u ' i l en soit ainsi puisque les tumeurs sont c o n s t i t u é e s en 
majeure par t ie par un parenchyme et que les tanins paraissent loca­
l isés surtout dans les vacuoles des cellules de ce tissu (signalons tou­
tefois que la zone cambiale des tiges saines p r é s e n t e t r è s souvent un 
noircissement a p r è s section au scalpel en fer) , mais physiologiqne-
ment i l en va autrement. 

Lorsque nous déf in i s sons la q u a n t i t é de tanins non plus par rap­
por t à la valeur p o n d é r a l e , qu i est une valeur globale, mais par rap­
por t à une autre c o o r d o n n é e : azote to ta l ou a m i n é , phosphore to ta l 
ou autre, e t c . , on défini t les tanins physiologiquement . A i n s i comme 

tanins to taux 
on l'a vu , quand on é tab l i t le rappor t —azote total ' '^^ constate que 
les tumeurs ont un ind ice beaucoup plus pet i t que celui des tissus 
sains connexes. Etant d o n n é que le poids d'azote to ta l r end compte 
de la q u a n t i t é de substances nut r i t ives et vivantes, les indices mon­
t rent que les cellules tumorales p o s s è d e n t m é t a b o l i q u e m e n t moins de 
tanins que les tissus sains connexes. 

En conclusion i l ne suffit pas en b ioch imie de déf in i r chimique­
ment un tissu mais i l faut encore l'e déf in i r physiologiquement : les 
dosages doivent être conduits tant par rapport au poids total que par 
rapport à certaines substances qui auront été choisies comme étant 
les plus significatives ; a insi se constitue la no t ion d'indice physio-
chimique. Si on effectue un dosage sans t en i r compte de ces indices 
— et ceci p a r t i c u l i è r e m e n t en technique c a n c é r o l o g i q u e — , on éta­
b l i t des comparaisons entre des tissus q u i en r é a l i t é ne sont nulle­
ment coinparables é t a n t d o n n é leurs d i f f é r ences ahatomiques et m é t a ­
boliques. 

R É S U M É . 

1) Deux nouvelles techniques de dosage des tanins galliques ont 
é t é mises au po in t . L 'une, p h o t o m é t r i q u e , ut i l ise la colora t ion bleue 
produi te par ces tanins et l ' a lun de fer et d ' ammonium, colora t ion 
dont l ' i n t ens i t é est fonct ion de la concentrat ion en tanins. On é tab l i t 
des courbes é t a lons avec de l 'acide tannique o rd ina i r e ( sens ib i l i t é 120 
à 140 Y ) . L 'autre, v o l u m é t r i q u e , est f o n d é e sur la d é c o l o r a t i o n par aci­
d i f ica t ion de la couleur bleue u t i l i s ée dans la technique p h o t o m é t r i ­
que. On é tab l i t éga l emen t un é t a l o n n a g e avec l 'acide tannique o r d i ­
naire et l 'acide geraniatannique dont on donne la technique d'extrac­
t i on à pa r t i r de P. zonale ( sens ib i l i t é 40 y)-

2) Ces techniques nous ont permis d ' é v a l u e r l 'acide geraniatannique 
àn Pelargonium zonale sain et t umora l (Crown gal l ) . D i f f é ren te s ex­
tract ions de cet acide ont été e x a m i n é e s : a) par tampon borate, 

, b) par diffusion à chaud (à reflux) par l ' a c é t o n e à p a r t i r de tissus 
frais, c) par diffusion à chaud par l ' a c é t o n e à p a r t i r de tissus séchés 
et i3ulvérisés, d) par diffusion par un m é l a n g e a c é t o n e -1- eau (pro-

BULL. STÉ. CHIM. BIOL., 1949, 31. 5-6. 
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port ions variables) à p a r t i r 
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portions variables) à p a r t i r de poudres. L ' ex t rac t ion n'a jamais été 
totale dans ces condi t ions . 

Si on rappor te la q u a n t i t é d'acide geraniatannique au poids de 
tissus, on trouve que c'est la tumeur q u i renferme le plus de ce com­
posé, mais si on rappor te la q u a n t i t é d'acide geraniatannique à l'azote 
total (qu i rend compte de l'ensemble : substances nut r i t ives - substan­
ces fondamentales cel lulaires) , on trouve que ce sont les tissus con­
nexes à la tumeur q u i ont l ' i nd ice le plus é levé . 

3) On discute certains points et on met en é v i d e n c e la no t ion d'in­
dices phgsiochimiques q u i se d é g a g e n t des c o o r d o n n é e s choisies pour 
figurer un dosage b ioch imique . 
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