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L'amelioration des methodes d'extraction des auxines ä partir de

tissus vegetaux et l'analyse systematique de l'absorption de substances
de croissance par les cellules et les organes des plantes ont mis en evidence
un certain nombre de facteurs physico-chimiques jouant un role essentiel
dans ces phenomenes et dont l'importance a sou vent ete negligee. C'est
l'etude sommaire de deux de ces facteurs (solubilite et dissociation) qui
fera precisement l'objet de ce travail consacre ä l'acide ß-indolyl-
acetique (ABIA).

Solubilite

Quelques solvants. L'ABIA est facilement soluble dans l'acetone,
1'ether, le chloroforme, l'alcool ethylique et le chlorure d'ethylene, ä froid
comme a chaud. II est relativement soluble ä chaud dans l'alcool butylique
et difficilement soluble dans le benzene bouillant. II est insoluble a froid
dans le toluol, le formol et le xylol. Depuis les premiers travaux qui por-
terent sur l'emploi d'ABIA cristallise, cette substance a toujours ete consi-
deree comme difficilement soluble dans l'eau.

Methodes de dissolution aqueuse. Un certain nombre de
techniques ont ete proposees pour preparer des solutions aqueuses d'ABIA,
nous ne les citerons pas ici (Voir entre autre LARSEN 1955 et LINSER &
KIERMAYER 1957). Pour cette etude, nous avons repris une technique
proposee ailleurs (PILET 1951) et qui consiste ä dissoudre l'ABIA sous
forme de sei de K (I) et mis au point une methode (II) de preparation directe
d'ABIA sous forme d'acide libre.

Methode I: On broye quelques cristaux d'ABIA en presence de 2 ml
de KHCO3 0,1 M. Le becher est place sur une plaque chauffante (35° C).
L'operation, qui se deroule a l'obscurite et qui dure 15 mn environ, a pour
effet de transformer l'ABIA en son sei de K, fortement dissocie et plus
soluble. On peut traiter ensuite par HC1 (LARSEN 1955) pour ramener
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cette solution a un pH physiologique, mais cette methode est delicate car
suivant la quantite d'acide utilise, l'ABIA peut reprecipiter.

Methode I I : On dissout l'ABIA pur dans de l'eau distillee (pH 5,6)
par agitation electromagnetique (obscurite). Pour obtenir une solution
de 0,2 mg/ml, il faut attendre au moins 120 mn.

Comparaison des me thodes : Apres dissolution de l'ABIA, nous
avons compare le titre des solutions ainsi preparees en procedant ä un
dosage colorimetrique et en utilisant un reactif chimique base sur la reaction
de SALKOWSKI et dont la composition et l'emploi ont ete decrit ailleurs
(PILET 1957). Les essais ont porte sur des solutions de 50 y/ml, preparees
15 mn avant les analyses; les resultats qui figurent dans le t a b l e a u 1
montrent, aux erreurs d'experience pres, que ces methodes sont compara-
bles. La seconde methode nous permet en plus d'obtenir de l'ABIA pur
et non son sei de K.

Tableau 1
Comparaison (dosage colorimetrique) du titre de solutions aqueuses d'ABIA
(50 y/ml) preparees sous forme de sei de K (methode I) ou d'acide libre (me-

thode II)

Methode

I 1.
2.
3.

II 1.
2.
3.

Mesures colorimetriques apres:

60 sec.

125
127
124

125
120
124

120 sec.

170
190
179

183
181
187

480 sec.

224
236
231

228
226
245

Recherche de la so lubi l i t e a p p r o x i m a t i v e : Nous avons
realise deux series d'essais:

Essai 1: nous preparons, a l'aide de la methode II, un certain nombre
de solutions d'ABIA (200 ä 900 y/ml); on dilue ensuite ces solutions de
maniere a ce que leur titre theorique soit compris dans les limites de la
courbe etalon. A intervales reguliers, on preleve quelques ml de chacune
de ces solutions et on les dose colorimetriquement. Si les valeurs obtenues
continuent ä augmenter, c'est que la dissolution n'est pas complete. Des
l'instant ou ces resultats sont constants, on peut admettre que la disso-
lution est achevee et on reporte alors (points isoles) ces valeurs sur le graphi-
que. Les resultats qui sont donnes dans la fig. 1 montrent que cette methode
est satisfaisante. Ajoutons que si l'on continue ä agiter les solutions, on
remarque que les valeurs colorimetriques baissent, il s'agit ici d'une destruc-
tion (oxydation) de l'ABIA. t

14*
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Essai 2: nous mettons un exces d'ABIA (35 mg) dans 25 ml d'eau
et nous controlons le titre toutes les 60 mn par la methode precedente.
Au bout de 6 h d'agitation, les valeurs obtenues au colorimetre sont devenues
constantes. La solution ainsi preparee et maintenue a -f- 1° C a l'obscurite,
a conserve pendant plus de 24 h son titre.

En conclusion, nous avons obtenu par la methode II une solution
approximativement saturee d'ABIA dont la concentration etait de 1600 y/ml.
On peut done dire que la solubilite de l'ABIA dans 1'eau (obscurite, 26° C,
agitation electromagnet!que) apres 6 h de dissolution est de 1,6 mg/ml,
soit9,14. lO^M 1 ) .

Etant donne la solubilite dans l'eau relativement forte de l'ABIA,
on aurait pu la determiner d'une facon plus rigoureuse en utilisant par
exemple la methode proposee par MATBLL 1953 et BUBSTRÖM, SJÖBERG &
HANSEN 1956 pour la recherche de la solubilite de certaines substances
de croissance. Encore aurait-il fallu, dans ce cas, travailler sous atmosphere
d'azote.

Dissociation

Cons tan te de d issoc ia t ion (K*): On peut representer schemati-
quement la dissociation d'une molecule d'ABIA de la facon suivante:

(1) R - COOH +± R - COO- + H+
pour simplifier, posons:

(2) R - COOH = AH; R - COO- = A~
la valeur de la constante de dissociation apparente 2) sera:

d'oü

Par analogie avec la definition du pH:
(5) pH = - log [H+]

ont peut ecrire
(6) pK* = - log K*

ce qui donne:
[AH]

(7) pK* = pH + log i — !

*) Remarquons qu'un certain nombre d'essais furent negatifs, car apres
iin temps relativement court, il apparaissait une coloration rose (uroroseine ?)
prouvant la degradation partielle de l'ABIA.

2) Precisons qu'il ne sera fait mention ici que de K* et non de la constante
de dissociation thermodynamique K.
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On peut constater, d'apres cette formule, que lorsque la dissociation
est de 50%, c'est-ä-dire que [AH] = [A~], le pH est egal au pK* (= 4,75).
Diverses methodes ont ete employees pour la determination du pK* de
substances de croissance dissoutes: mentionnons les mesures physico-
chimiques de MATELL 1953, de BURSTRÖM, SJÖBERG & HANSEN 1956 et

de M/'TELL & LINDENFORS 1957. Au sujet de FABIA, peu de travaux
ont ete consacres a la recherche de son pK*, citons pourtant les experiences
de DOLK & THIMANN 1932 qui, bien qu'anciennes, demeurent toujours
celles qu'on cite ä propos de ces questions:

300 r I.e.

200 -

oL/.

Fig. 1. Indice colorimetrique (IC) en fonetion de la concentration de l'ABIA
(en Y . 10/ml). CE: courbe etalon. VE: points obtemis par dilution des

solutions preparees par agitation electro-magnetique.
Fig. 2. % de dissociation (a) de l'ABIA pur en solution aqueuse en fonetion

de sa concentration moleculaire (M).

Une solution aqueuse d'ABIA tamponnee, agitee en presence d'ether
fraichement distille, donne un extrait ethere d'autant moins actif (Test
biologique) que le pH est plus haut. Pour un pH compris entre 5 et 7,
cette activite devient meme nulle. Ainsi seul l'acide libre passe dans l'ether
tandis que les ions de l'acide dissocie, ainsi qu'une certaine quantite d'aeide
non dissocie qui depend du coefficient de partage entre l'ether et l'eau,
demeurent dans la solutions aqueuse. DOLK & THIMANN, partant de consi-
derations theoriques que nous ne rapporterons pas ici, obtiennent pour
le pK* de l'ABIA, la valeur suivante:

pK* = 4,75
ce qui donne pour K*

K* = 1,78 . 10-5 x)
Cette valeur a ete adoptee, par un certain nombre d'auteurs dont

BONNER 1934 fut Tun des premiers. AVERY, BERGER & SHALUCHA 1941

x) Cette valeur est pratiquement la meme que celle de CH3COOH (K* =
= 1,8 . 10-5).
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confirment indirectement les resultats precedents en montrant qu'on
peut ameliorer l'extraction aqueuse des auxines en travaillant a un
pH eleve (par exemple, 9,8). GORDON & NIEVA 1949, en etudiant l'effet
du pH sur la recuperation pari'ether del'ABI A en solution aqueuse, arrivent
a des conclusions identiques en montrant que c'est ä un pH de 2,8 environ
qu'on obtient le maximum d'ABIA.

Mentionnons que SIMON & HEILBRONNER ont, sur notre demande et
par une methode rigoureuse, determine en suivant la technique de SIMON
1958 le pK* de l'ABIA. Les valeurs obtenues ont ete donnees pour le
solvant suivant: methylcellulose (80%) -f- eau (20%). II eüt ete sans
doute preferable de connaitre le pK* pour de l'eau, mais il n'est pas inutile
de savoir l'eta.t de dissociation de l'ABIA dans un „substrat" souime
toute assez proche de celui que constitue la membrane cellulaire. Voici
les valeurs trouvees:

pK* = 7,21 K* = 6,16 . 10 8

Ces donnees indiqueraient que la membrane faciliterait, de part sa structure
chimique, la regression de la dissociation de l'ABIA.

Degre de d i ssoc ia t ion (a): En utilisant les symboles de (2) nous
pouvons ecrire:

[A-]
( 8 ) « =

II nous faut distinguer entre le degre de dissociation de l'ABIA pur et
celui de l'ABIA qui serait dissous en presence de substances etrangeres
(par exemple en solution tampon).

Dans le premier cas, a ne depend que de la concentration C de l'ABIA
et de son K*, et la loi de dilution d'OsTWALD nous permet d'ecrire:

a 2 . C

(9) K* =

d'oü Ton tire

(10) a = L_—' '—:
2C

La fig. 2 donne les valeurs theoriques de a (en %) en fonction de C (en M).
On peut voir par exemple que pour a = 50%, la concentration d'ABIA
est egale a 3,56 . 10~5 M.

Dans le second cas, a depend de la concentration des (H+), done du
pH, et de K*; et la loi d'aetion de masse nous permet d'ecrire en reprenant
(3) et (8):

[ H ] .
1 — a

d'oü Ton tire
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fig. 3

tt1

/
i

——<

p

2 3 4 5 6 7 8

Fig. 3. % de dissociation (a) de l'ABIA en fonction du pH de la solution
dans laquelle il est dissous.

La fig. 3 donne les valeurs theoriques de a (en %) en fonction du pH.
Etant donne le pH et la concentration C d'ABIA d'une solution tam-

ponnee, il peut etre utile de connaitre la concentration des molecules d'ABIA
non dissociees [AH], presentes dans la solution. Certains auteurs (DOLK &
THIMANN 1932, BONNER 1934, SANTEN 1938 et BENNET 1955 . . .) ont en
effet insiste sur l'importance de ces questions en signalant par exemple
que l'ABIA devait penetrer dans les cellules essentiellement sous forme
de molecules non dissociees.

Si Ton reprend la formule (3), on peut poser:
[A-] = C - [AH]

et Ton a:
T _ (C - [AH]) . [H+]

[AH]
ce qui nous donne:

(13) [AH] = C . [H+]
K* + [H+]

Pour une concentration de 3.10~5M et un pH de 5,5, la formule prece-
dente nous permet de trouver [AH] qui vaut 4,52.10~6M ou — log [AH] =
5,345. A l'aide de la formule precedente, on peut reporter graphiquement
les valeurs de [AH] en fonction de [H+] et de C. Pratiquement, on exprimera
ces trois grandeurs au moyen de leur logarithme change de signe (Fig. 4).
En reprenant 1'exemple precedent, on trouvera rapidement que — log
[AH] = 5,35.

Point isoelectrique (pHi): L'ABIA est, d'apres ce qui precede,
un acide relativement dissocie; pourtant sa structure nous conduit ä lui
supposer un caractere d'ampholyte faiblement basique. Des recherches
(GUERN 1958) consacrees ä 1'analyse par electrophorese de composes
indoliques semblent confirm er cette hypothese. Nous introduirons les
equations suivantes; voir (2): . ,
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(14) milieu alcalin: AH «± A~ + H+
(15) milieu acide : AH + H 2 0 <± AH2+ + 0H~

Nous aurons ainsi deux constantes de dissociation, l'une pour la forme
acide (K*a) et l'autre pour la forme basique (K*b), qu'on obtient comme
precedemment (3)

[A-] . [H+l
(16 )K* a = L j L J

[AH]

(17)K*b =

- LOG [ A H ]

[AH]
l)

Fig. 4. Relations entre le nombre des molecules non dissociees ([AH]), le pH
et la concentration totale (C) en ABIA d'une solution tamponnee.

Au point isoelectrique (pHi), [A~] = [AH2+] et Ton a:
K*

(18) [H+] = -=— . [0H-]

mais on sait que:
(19) [H+] . [0H-] = ke et - log ke = 14 (22° C)

d'ou
(20) - log [H+] = 1 (log K*b - log K*a - log ke)

mais dans le cas choisi:
(21) pHi = - log [H+]

On peut ainsi trouver:

(22) pHi = 7 -f

x) La concentration d' (H2O) est comprise dans la valeur de Kb.
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pK*a etant egal au pK* (done 4,75), pHi ayant ete reconnu etre voisin
de 4,78 (GTTERN 1958), on peut trouver pK*b et on a calcule qu'il valait
9,19 (soit K* = 6,46 . lO"10), K*b etant beaucoup plus petit que K*a;
on voit ainsi que la fonction basique de l'ABIA est tres faiblement dissociee
par rapport a la fonction acide, e'est pourquoi, le plus souvent, l'ABIA
est considere plus comme un acide que comme une substance ampholyte.

Discussion

On ne pourra saisir clairement le mode d'action de l'ABIA que dans
la mesure ou Ton connaitra avec precision toutes ses caracteristiques
physico-chimiques non seulement dans la solution ou on l'a dissous, mais
encore au niveau cellulaire. Jusqu'a maintenant peu de travaux ont ete
consacres ä l'analyse de ces proprietes et les quelques domiees que nous
avons ne concernent que l'ABIA en solution. Les valeurs dont il est fait
mention dans le present travail sont rapportees dans le tableau 2; elles
pourront servir de base ä la discussion de certains resultats experimentaux.

Tableau 2

Quelques caracteristiques physico-chimiques de l'ABIA
Solubil i te: Constante de solubilite C (dans l'eau, dissolution par agitation

electromagnetique, obscurite, 26° C, determination apres 6 h.)
C = 9,14. 10"3M

Dissociat ion: Constante de dissociation
1) dans l'eau pK* = 4,75 K* = 1,78 . 10"5

2) dans le solvant: methylcellulose 80% + eau 20%
pK* = 7,21 K* = 6,16 . 10-8

Degre de dissociation
pour une concentration de 3,56 . 10~5 M (pH = pK* = 4,75)

a = 50%
Point iso-electrique

pHi = 4,78
pKo* = 4,75 K / = 1,78 . 10~5

pKb* = 9,19 K6* = 6,46 . 10-10
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