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Analyse quantitative des uréides glyoxyliques
dans les sèves et les extraits végétaux

Claudette MONGET Claude TENDILLE

1.N.R.A., Laboratoire du Métabolisme et de la Nutrition des Plantes, Centre de Recherches de Versailles,
route de St-Cyr, F 78000 Versailles

RÉSUMÉ Les nombreuses méthodes d’analyse des uréides glyoxyliques habituellement utilisées concernent surtout leur
dosage proprement dit mais considèrent rarement le prélèvement des échantillons et leur traitement. Une
méthode complète d’analyse de ces composés dans les tissus végétaux ainsi que dans les sèves exsudées est pro-
posée. Le mode de prélèvement des échantillons est précisé et des modifications sont apportées aux techniques
préexistantes d’hydrolyse des uréides glyoxyliques et de leur dosage.

Mots clés additionnels : Allantoine, acide allantoique, extraction et dosage.

SUMMARY Quantitative analysis of glyoxylic ureides in sap and plant extracts.

The numerous classical methods used for determining glyoxylic ureides are primarily concerned with

determination itself, but rarely take into account the collection and processing of samples. A comprehensive
method of determining these compounds in plant tissues and exuded sap has been proposed. The processes of
taking samples is precisely described and changes in the techniques of glyoxylic ureide hydrolysis and
determination are proposed.

Additional key words : Allantoin, allantoic acid, extraction and determination.

1. INTRODUCTION

Chez les végétaux, les uréides glyoxyliques, allan-
toïne et acide allantoïque, sont des composés azotés
d’accumulation universellement répandus. Ils peuvent
être transportés dans divers organes par la sève du

xylème pour être utilisés dans de nouvelles synthèses.
Chez les légumineuses, ces substances sont en outre

impliquées dans le transport, de l’azote réduit par les
bactéries symbiotiques des nodosités (JOLIVET &

MossÉ, 1982 ; PATTERSON Bt Cil., 1982 ; VAN BERKUM
& SLOGER, 1963 ; ZENGBE, 1984).

Les études consacrées aux uréides glyoxyliques con-
naissent un regain d’intérêt, non seulement chez les

légumineuses, mais aussi chez les non légumineuses ;
elles ont permis, en particulier, de mettre en évidence
la présence d’acide allantoïque dans la sève racinaire
de concombre et d’allantoïne dans la sève racinaire de
tomate (JOLIVET et al., 1985 ; JoLmET et al., 1986).

Ces recherches rendent nécessaire l’utilisation de

techniques d’extraction et d’analyse précises, rapides,
reproductives et peu onéreuses. L’étude bibliographi-
que du sujet apporte peu de renseignements sur les

techniques d’extraction, du fait que les dosages sont en
général effectués dans des liquides biologiques (urine,
sang...). En revanche, les méthodes de dosages sont
nombreuses et leur diversité est symptomatique des dif-
ficultés rencontrées par les analystes. En effet, il est

possible de déterminer les uréides glyoxyliques, soit en
dosant les molécules formées lors de leur dégradation
par hydrolyse, soit en dosant directement par chroma-
tographie les molécules d’allantoïne et d’acide allantoï-
que. Il est connu qu’une hydrolyse basique transforme
l’allantoïne en acide allantoïque et qu’une hydrolyse
acide est utilisée ensuite pour scinder la molécule
d’acide allantoïque en une molécule d’acide glyoxyli-
que et 2 molécules d’urée (fig. 1).

Les méthodes habituellement utilisées pour doser les
uréides glyoxyliques sont résumées dans le tableau 1.

Après avoir essayé les méthodes utilisées par YOUNG
& CONWAY (1942), VOGELS & VAN DER DRIFT (1970),
PATTERSON et al. (1982), nous avons retenu celle de
VOGELS & VAN DER DRIFT (1970) en raison de sa sim-
plicité et de son efficacité. Cependant, à l’usage, nous
avons constaté qu’il était nécessaire de modifier cer-
tains points de cette technique. La présente note décrit



la méthode que nous proposons pour l’analyse des
uréides glyoxyliques. En plus de l’amélioration que
nous apportons à la technique de dosage préconisée
par VOGELS & VAN DER DRIFT (1970), nous indiquons
les processus de prélèvement des tissus végétaux ou des
sèves racinaires et les modes de fixation et d’extraction

que nous pratiquons.

II. EXPOSÉ DE LA MÉTHODE UTILISÉE

A. Préparation des extraits

I. Sève brute exsudée

Les tiges des plantes sont coupées à quelques centi-
mètres au-dessus du collet. Des tuyaux en caoutchouc
souple ou en polyuréthane sont placés immédiatement
sur le restant de la tige et serrés à l’aide d’un collier. Le
manchon opaque ainsi formé permet d’éliminer
l’action de la photosynthèse, même minime, qui pour-
rait se produire au niveau du tronçon du restant de tige
(fig. 2). La sève est récoltée par aspiration à l’aide

d’une seringue soit, heure par heure, soit globalement
durant 5 à 6 heures, maximum. Le volume de sève
prélevé est mesuré puis réparti en plusieurs fractions
qui sont stockées au congélateur avant d’être prélevées
pour analyses.

2. Tissus végétaux

a) Préparation du matériel végétal
Un échantillonnage rigoureux est effectué sur diffé-

rents organes des plantes, ce qui permet d’obtenir des
fractions végétales représentatives. Une fraction sera
utilisée pour l’analyse des uréides, et une autre pour la
détermination de la masse de substance sèche.

Le tissu végétal est soit analysé immédiatement, soit
broyé dans un mortier en présence d’azote liquide, puis
lyophilisé ou conservé dans un congélateur à - 20 °C ;
la masse de substance sèche de l’échantillon lyophilisé
est déterminée au moment de l’extraction.

L’extraction de la substance sèche préconisée par
PATTERSON et al. (1982) ne peut être conseillée étant
donné l’évolution des produits azotés libres durant la
dessiccation. Il est préférable, comme nous l’avons
toujours fait, d’effectuer l’extraction sur la substance
fraîche ou lyophilisée. Une partie aliquote (5 à 10 g de
substance fraîche) est broyée dans un broyeur Sor-
vall en présence de 100 à 200 ml d’un tampon Tris,
HCI 0,05 M ajusté à pH = 7,4 avec de l’acide chlorhy-
drique (VAN DER DRIFT & VOGELS, 1966). L’extrait est
filtré sur un fin tissu de nylon et le filtrat conservé une
nuit au réfrigérateur avant le dosage.
La filtration de certains extraits qui contiennent de

l’amidon est difficile et la présence de fines particules
en suspension augmente leur densité optique. Il est

donc nécessaire de comparer spectrophotométrique-
ment l’extrait à doser, coloré et trouble, à un « blanc
échantillon » contenant les réactifs sauf le ferricyanure
de potassium qui permet par oxydation le développe-
ment de la coloration rose.

b) Préparation d’une solution standard d’allantoine
L’allantoïne (origine Sigma) de masse molaire 158 g

est séchée en étuve pour obtenir un produit de réfé-



rence anhydre. Une quantité P d’allantoïne anhydre
avoisinant 100 mg est pesée puis dissoute dans 50 ml
d’eau désionisée. Cette solution mère peut se conserver
pendant 1 mois au réfrigérateur. En revanche, la solu-
tion utilisée comme standard est préparée extempora-
nément en diluant 1 ml de cette solution mère dans
100 ml d’eau désionisée. La concentration en nanomo-
les de cette solution standard est de :

B. Hydrolyses des extraits

Dans les sèves et surtout dans les extraits végétaux
les uréides peuvent se trouver à l’état de liaisons plus
ou moins complexes qui sont plus difficiles à hydroly-
ser que les corps simples (TRIJBELS & VOGELS, 1966).
Aussi les durées d’hydrolyses préconisées par VOGELS
& VAN DER DRIFT (1970) ont été doublées. Nous avons
vérifié que les résultats ne sont pas, de ce fait, pertur-
bés (tabl. 2).

1. Hydrolyse acide

Une partie aliquote (1 à 4 ml) de l’extrait végétal,
diluée ou non avec de l’eau désionisée pour obtenir un
volume de 4 ml est acidifiée par 1 ml d’HCl 0,15 N. La
solution acide (5 ml) est chauffée à 100 °C pendant
8 mn puis refroidie rapidement.

2. Hydrolyse alcaline suivie d’une hydrolyse acide

Une partie aliquote (1 à 3 ml) de l’extrait végétal est
diluée ou non avec de l’eau désionisée pour obtenir un
volume final de 3 ml. Le milieu alcalinisé par addition
de 1 ml de NaOH 0,5 N est chauffé à 100 °C pendant
16 mn puis refroidi rapidement ; il est ensuite acidifié

par 1 ml d’HCl 0,65 N et porté à ébullition pendant
8 mn puis refroidi rapidement.

Les hydrolysats sont filtrés et les tubes d’hydrolyse
rincés avec du tampon tris HCI dans des fioles de
25 ml, en attente du dosage. Il est très important, après
l’hydrolyse acide, d’effectuer immédiatement le dosage
de l’acide glyoxylique formé qui est peu stable.
La prise d’essai pour hydrolyse est habituellement

de 3 ml mais, dans le cas d’échantillons ne contenant
que de faibles quantités d’uréides, l’utilisation d’une

prise plus importante devient nécessaire, ce qui a pour
conséquence de modifier les conditions de dilution lors
des hydrolyses. Nous avons vérifié, à différentes con-

centrations de la solution standard d’allantoïne, que
les quantités d’allantoïne retrouvées ne sont pas ou très
peu influencées par l’utilisation d’un volume plus
important d’échantillon, ce volume pouvant atteindre
6 ml (tabl. 3).

C. Dosage des uréides glyoxyliques

Au cours de la réaction colorée de RIMINI-SCHRY-

VER, le glyoxylate réagit avec la phénylhydrazine
C6H5-NH-NH2 pour former une phénylhydrazone qui
est oxydée par le ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6,
en présence d’un acide fort, pour produire un chromo-
phore rouge « fuchsine » intense, peu stable, présen-
tant un maximum d’absorption à 520 nm (fig. 3).

Selon KRAMER 2t al. (1959), ce produit coloré serait le
1,5-diphénylformazan, 3-carboxylique, mais d’après
MATSm et al. (1965) il se forme en fait un 1,5-diphé-
nylformazan.

1. Formation de la phénylhydrazone

Dans la fiole jaugée, 1 ml de solution de phénylhy-
drazine, HCl et 1 ml de tampon Tris, HCI à pH = 7,4



sont ajoutés. Il se forme alors une phénylhydrazone de
l’acide glyoxylique. La solution de phénylhydrazine
(100 mg dans 30 ml d’eau désionisée) est préparée jour-
nellement.
La formation de la phénylhydrazone a été étudiée

par VOGELS & VAN DER DRIFT (1970). Ils ont montré

que le pH, la concentration en phénylhydrazine sont
des facteurs importants et que la formation de la

phénylhydrazone est complète en 5 mn. Cependant,
nous avons constaté que la réaction de formation de la

phénylhydrazone dure effectivement 10 mn environ

(tabl. 4). En outre, les ions phosphates utilisés par
VOGELS & VAN DER DRIFT (1970) élèvent le pH au voi-
sinage de 6 et amènent le développement d’une colora-
tion rose parasite qui augmente la densité optique du
« blanc » contenant les réactifs. Cette coloration

n’apparaît pas si le pH reste en dessous de 6.

Nous avons remplacé le tampon phosphate par le

tampon Tris, HCI 0,05 M à pH = 7,4 et n’avons
observé ni ralentissement de la formation de la

phénylhydrazone, ni aucun affaiblissement de l’inten-
sité de la coloration. Dans les 2 cas le pH après
hydrolyse reste aux environs de 3, ce qui évite la for-
mation de la coloration parasite.

2. Formation du I,S-diphénylformazan

Les mélanges réactionnels sont refroidis pendant
5 mn à 0 °C en présence de glace pilée. On ajoute 6 ml
d’HCl concentré froid. L’ensemble est agité vigoureu-
sement puis laissé en repos pendant 5 mn. On ajoute
alors 1 ml d’une solution de ferricyanure de potassium
(500 mg dans 30 ml d’eau) préparée extemporanément.
Après agitation et 5 nouvelles minutes d’attente, les

mélanges réactionnels sont laissés à la température
ambiante. Après 10 mn, le volume est ajusté à 25 ml
avec de l’eau désionisée et les mesures spectrophotomé-
triques sont effectuées, d’une part, au maximum

d’absorption 520 nm et, d’autre part, à 552 nm où
existe un épaulement caractéristique (fig. 3). La préci-
sion des dosages est de l’ordre de 6 à 10 p. 100.
La formation du 1,5-diphénylformazan est fonction

de l’acidité du milieu, de l’oxydation par le ferricya-
nure de potassium et de la température de la solution
lors de la formation du 1,5-diphénylformazan. L’aci-
dité du milieu est particulièrement importante. Il a été
vérifié que la quantité d’HCl concentré ajoutée doit
être suffisante pour obtenir une densité optique maxi-
mum (tabl. 5). Le 1,5-diphénylformazan formé en

milieu chlorhydrique suffisamment acide est stable

pendant environ 40 mn, puis l’intensité de la colora-
tion diminue progressivement (fig. 3). Ces résultats

sont en accord avec ceux observés par YOUNG & CON-
WAY (1942), c’est-à-dire 8 et 20 p. 100 d’affaiblisse-
ment après 1 h et 2 h respectivement.

3. Interférences

Divers composés chimiques risquent d’interférer lors
du dosage des uréides (YOUNG & CONWAY, 1942). Ce
sont des molécules présentant un groupement H-CHO
ou des composés puriques précurseurs de l’allantoïne.
En pratique, seul l’acide urique risque, dans certains
cas, de modifier les résultats des analyses. Les acides
cétoniques (pyruvique et cétoglutarique) n’interfèrent
pas avec le dosage des uréides (VAN BERKUM & SLO-

GER, 1983). La citrulline qui ne libère pas, par hydroly-
ses, de l’acide glyoxylique ne peut donc être dosée
comme uréide.

Des dosages avant hydrolyse ont permis de constater
que les extraits dosés ne contiennent pas d’acide

glyoxylique susceptible de provoquer une surestima-
tion des uréides.

III. RÉSULTATS ET DISCUSSION

La mise en évidence d’une nouvelle forme de trans-
port de l’azote organique, l’acide allantoïque dans la
sève racinaire de concombre (JoLIVET et al., 1985)
ainsi que la mise en évidence de voies différentes de

synthèse des uréides glyoxyliques chez la tomate et le
concombre (JoI,W E’r et al., 1986) ont été obtenues en
utilisant cette méthode. D’autres résultats, non

publiés, d’analyse des uréides glyoxyliques par cette
méthode sont donnés dans le tableau 6.



Les difficultés inhérentes à la méthode de dosage des
uréides glyoxyliques utilisée auparavant apparaissaient
surtout lors de leur application à du matériel végétal.
Le présent travail a permis de remédier à ces difficultés
et d’obtenir des résultats reproductibles grâce à l’aug-
mentation de la durée d’hydrolyse, à l’allongement du
temps de formation de la phénylhydrazone, à l’emploi
d’un tampon Tris-HCI.
Cependant des composés tels que les uréidoglycola-

tes, peuvent, par dégradation, libérer de l’acide glyoxy-

lique. Ces composés n’ont été signalés, jusqu’à pré-
sent, que par TR11BELS & VOGELS (1966) lors de la

dégradation de l’allantoïne par un microorganisme,
Pseudomonas acidovorans. Il est toutefois possible
qu’il en existe dans des tissus végétaux. Aussi, il faut
être attentif à cette éventualité et une étude particulière
est nécessaire pour répondre à cette question.

Reçu le 18 août 1986.
Accepté le 16 août 1987.
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