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Mesure de l’activité de la chlorophyllase par chromato-
graphie sur papier

Par

C. SIRONVAL !

Laboratoire de Physiologie Végétale de 1'Université, Copenhague
(Recu le 25 Mars 1954)

11 est bien connu depuis Willstéiitter et Stoll (1913) que la chlorophylle peut
étre hydrolysée en solution acétonique aqueuse par de la poudre seche de
feuilles préalablement débarassée de pigments. La réaction est enzymatique
et 'enzyme a été appelée «chlorophyllase».

L’activité de la chlorophyllase a été mesurée dans un certain nombre de
plantes par Mayer (1930). Mayer utilise généralement 500 mg de poudre de
feuilles séchées a la température ordinaire. L’hydrolyse a lieu dans une
solution acétonique aqueuse a 66 %o et 4 une température de 25° C. Les
substrats utilisés sont, soit des produits purs isolés, soit des mélanges de
ces produits, soit I'extrait acétonique total de limbes. Les produits de I'hydro-
lyse sont séparés par la méthode de Willstitter et Stoll, la chlorophyllide
étant extraite par une solution de 0,02 N de potasse caustique. Weast et
Mackinney (1940) séparent la chlorophyllide en se basant sur son insolu-
bilité dans I’éther de pétrole; ils utilisent comme source d’enzyme le tissu
végétal frais ou congelé, et constatent que le séchage préalable des tissus
réduit fortement l’activité fermentaire.

By

Nous avons cherché a appliquer la chromatographie sur papier a la
mesure de '’hydrolyse enzymatique de la chlorophylle.

1 Actuellement, Chef de Travaux a I'Institut Botanique de 1'Université de Liége, Belgique.
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Figure 1. Spectre de la chlo-
rophylle b dans Uéther sul-
furique, aprés séparation sur
papier. On a utilisé un spec-
lrophotometre Cooleman.

La chromatographie sur papier des pigments végétaux

Ainsi que nous I'avons montré antérieurement (Sironval, 1953 b), les deux
chlorophylles a et b peuvent étre chromatographiées sur papier en utilisant
le procédé de Bauer (1952) quelque peu modifié; I'éluant est le mélange
benzene: 10, éther de pétrole: 2,5, acétone: 2; le chromatogramme est descen-
dant et 'opération a lieu dans une athmosphere d’éther de pétrole.

La séparation obtenue est bonne. La figure 1 représente le spectre dans
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Figure 2. Spectre de la chlo-
rophylle a dans Uéther sul-
furique, aprés séparation sur
papier. On a utilisé un spec-
trophotométre Cooleman.
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Figure 3. a) aspect du chromatogramme . )
développé a partir d’'un extrait acétonique /pheophylme:,
de feuilles légérement acide; b) aspect du D (- a
chromatogramme aprés Uaction de la chlo- o L .
rophyllase sur Uextrait. Lot carotenes.

I'éther sulfurique de la chlorophylle b ainsi préparde. Les maxima sont
situés & 452 et 645 my, et le rapport entre le coéfficient d’absorption dans le
violet et le coéfficient dans le rouge est de 2,97, valeur trés proche des don-
nées de Zscheile et Comar (1941) et de Harris et Zscheile (1943) qui ont puri-
fi¢ spécialement le pigment. La figure 2 représente le spectre de la chloro-
phylle a dans I'éther sulfurique; les maxima sont ici assez fortement d¢-
placés: & 420 et 665 my, tandis que les rapports entre les coéfficients d’ab-
sorption violet/rouge est de 2,82 ce qui indique la présence constante d'une
impureté absorbant dans le violet.

L’excellente séparation des pigments autorise les mesures quantitatives.
La tache est délimitée (éventuellement sous U—V), découpée puis trans-
férée dans une quantité connue d’éther. On laisse séjourner a la glaciére
pendant 24 h.; on mesure ensuite I’absorption a 665 mu pour la chlorophylle
a et 4 645 mu pour la chlorophylle b.

La chromatographie permet de séparer les phéophytines. Ces pigments
obtenus par addition d'une goutte d’acide & quelques ml d'une solution de

chlorophylles — et que I'on trouve aussi dans les extraits végétaux acides,
par exemples, chez les jeunes feuilles de Pelargonium — se situent dans le

chromatogramme presqu’en front de solvant. Lorsque la quantité¢ en est



526 C. SIRONVAL

suffisante, la tache est visible a l'oeil. Sinon, il faut utiliser les U—V pour
la révéler. L’extraction a I'éther est réalisée dans les mémes conditions que
P'extraction des chlorophylles et la solution montre la zone d’absorption
caractéristique de I'absence de Mg, entre 500—540 mu.

Quant aux produits dépourvus de phytol: chlorophyllides et phéophor-
bides, ils se déplacent peu sur le chromatogramme. Les chlorophyllides
restent groupées autour de la tache de départ et se séparent a peine I'une
de T'autre; tandis que les phéophorbides migrent légérement, la phéophor-
bide a se situant au dessus de la chlorophylle b.

Un mélange complexe contenant les deux chlorophylles a et b, et les deux
phéophytines, donne le chromatogramme représenté figure 3 a; apres hydro-
lyse par la chlorophyllase, on obtient le chromatogramme 3 b, dans lequel
on retrouve les constituants de départ a leur place normale, et, en outre,
les taches des phéophorbides et du mélange de chlorophyllides. La concen-
tration en phéophorbides ne permet généralement pas la localisation a 1'oeil
nu et il faut employer la lumiére ultra-violette.

Mesure de Pactivité de la chlorophyllase

Tous les produits peuvent étre élués a Vether, sauf les chlorophyllides
pour lesquelles on doit utiliser soit une solution de potasse caustique a 0,02 N,
soit de I'éthanol & 60 %. L’¢lution est quantitative.

Le tableau 1 donne un exemple des variations complexes observées au cours
du temps dans un mélange contenant au départ de la phéophytine (a+b),
de la chlorophyllide (a+b), de la chlorophylle a et de la chlorophylle b.
Il s’agit d'une solution en milieu acide (pH 4,0) soumise a l'action d'une
préparation enzymatique dont Pactivité est faible. On voit diminuer a la
fois la teneur en chlorophylle a, chlorophylle b et chlorophyllide totale,
tandis que la teneur en phéophytine totale et en phéophorbide totale aug-
mente. Il se produit deux processus: d’une part, la transformation de chloro-
phylle en phéophytine et de chlorophyllide en phéophorbide par élimination
progressive du magnésium; et d’autre part, ’hydrolyse des chlorophylles et
des phéophytines. Malgré la complexité des réactions, la quantité totale des
pigments se retrouve heure aprés heure. L’estimation de I'hydrolyse prise
seule peut se faire de deux maniéres: 1) en partant de 'augmentation de la
teneur des phéophorbides dont on déduit la diminution de teneur des chloro-
phyllides; — 2) en partant de la diminution de teneur des chlorophylles
a et b, dont on déduit 'augmentation de teneur des phéophytines. Dans les
deux cas, la vitesse de I'’hydrolyse est trouvée égale. La préparation d’'enzyme
¢tant peu active, cette vitesse varie peu d’heure en heure.
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Tableau 1. Variations complexes dans un mélange de pigments soumis, en milieu acide
(pH. 4,0), a Uaction de la chlorophyllase (les quantités de pigments sont exprimées en ug).

. Quantité Quantité trouvée aprés:
Pigments présente —
au départ 1 h; | 2 h. | 3 h. \
‘ l

Chlorophylle a... AT — 6,0 4,5 ‘ 3,1 | 1,7 |
Chlorophylle b....oooieiiiiiiiiiieinns 5,2 4,5 3,5 3,1 ‘

Phéophytine totale ...... 2 9,0 9,8 10,5 11,2

Phéophorbide totale 0 1,5 3,7 5,3

Chlorophillide totale .................. 1,8 1,7 ’ 1,0 0,7
Total 22,0 22,0 o1 | 990 ‘

Certains extraits acétoniques aqueux de tissus végétaux ont un pH voisin
de 4. C’est le cas des extraits de feuilles jeunes de Pelargonium (pH: 4,2
a 5,0). Dans ces extraits, la vitesse de I'hydrolyse est généralement plus
grande que celle de la phéophytinisation. Dans d’autres cas, le pH est
relativement élevé, voisin de 6,0 ou de la neutralité, par exemple chez
Heracleum sphondylium, et on n’observe pas la phéophytinisation. On peut
évidemment tamponner les extraits et les amener au pH 6,0 qui, selon Mayer,
est le plus favorable a I'action de I'enzyme.

La mesure exacte de l'activité de la chlorophyllase se fait de la maniére
suivante:

On part d’environ 100 mg de tissus frais; de préférence, on préleve a
I'emporte-piece une surface connue (par exemple, selon la méthode décrite
par Sironval (1953 a). On broye immédiatement dans un petit mortier dans
1 ml d’acétone en présence de sable pur. On transfere dans un tube. On lave
le mortier par 1 ml d’acétone; on transvase dans le tube en ayant soin de
récolter convenablement tout le résidu sec subsistant apres 1'évacuation de
I'acétone. On ajoute 1 ml d’eau bidistillée neutre (ou du tampon éventuel). On
préleve du tube une quantité connue a I'aide d’'une micropipette et on trans-

Tableau 2. Activité de la chlorophyllase contenue dans des quantités différentes de tissus
frais, prélevées dans les mémes feuilles. (u) =le pourcentage de pigments hydrolysés en
1 heure a 20° C, dans 'acétone a 66 %/o.

\ ité )
No. du i Quanlic de (u) brut (u) rapporté a 100 |
tissu frais ‘ |

Objet expérimenté

| Aoy e . 1oi ais |

‘ prélévement ‘ prélevé (mg) trouvé mg de poids frais

Jeunes feuilles f \ 267,4 ‘ 59,4 22,2 ‘
de Pelargonium 2 | 317,9 65,6

20,6 !

Feuilles adultes 1 90,0 58,8 6
d’Heracleum 2 167,8 110,1 65,
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Tableau 3. Variation de la vitesse d’hydrolyse dans des extraits de tissus frais. Le chiffre

10 e - " .
donné correspond a K- 10"‘“»(7 log . 2 ; (a) étant la quantité de produits au départ
p t nep 4o q P P

et (x) la quantité de produits hydrolysés pendant le temps t exprimé en minutes.

| \ Vitesse d’hydrolyse dans: ‘
Séries - — N : ——
la premiére heure |les 2 premiéres heures/les 3 premicres heures

1 25,3 i 16,2 | 11,5

2 ‘ 23,2 14,4 | 9,4

3 19,3 ‘ 12,5 | 8,9

‘ 4 19,2 | 11,9 | 8,7

fére sur une languette de papier de 5 cm de large sur 40 cm de long. On chro-
matographie: on obtient ainsi la teneur en pigment au départ. Le tube, soig-
neusement bouché, est agité pendant le temps voulu a 20° C. On fait alors
un nouveau prélevement qu'on chromatographie sur un papier identique a
celui déja décrit. Les papiers chromatographiés sont découpés puis élués, et
I’absorption mesurée dans le rouge a la longueur d’onde correspondant a la
substance étudiée. On calcule ensuite la quantité des divers produits hydro-
lisés. Le pourcentage hydrolysé par unité de temps est rapporté au poids
frais, au poids sec ou a la surface. Dans le cas des jeunes feuilles, la surface
est cependant indéterminable.

Quelques résultats. En utilisant cette méthode, deux prélevements effec-
tués en méme temps sur les mémes feuilles, donnent pendant le méme temps
la méme hydrolyse. Nous donnons dans le tableau 2 des résultats obtenus
de cette maniére sur Pelargonium et sur Heracleum. Les quantités de tissus
prélevés sont différentes, — comme les quantités de pigments présentes au
départ —, mais la vitesse d’hydrolyse rapportée au poids frais est trouvée
la méme. Elle est exprimée dans le tableau 2 par le pourcenlage (u) de
pigments hydrolysés en 1h a 20° C dans I'acétone a 66 .

Il importe d’effectuer les mesures en méme temps, par exemple immédiate-

Tableau 4. Activité de la chlorophyllase a deux moments d’'une méme journée. Tous les
dosages ont été faits sur les mémes feuilles, qui le 23/2/54 étaient au début de leur crois-
sance. (u) =le pourcentage de pigments hydrolysés en 1 h. a 20° C, dans l'acétone a 66 /.

| Pelargonium; (u) par 100 mg ‘ Heracleum; (u) par 100 mg \
Date des ‘ de poids frais, mesuré a: ‘ de poids frais, mesuré a: ‘
prélévements |- . - ‘
| 11 h. ‘ 16 h. ’ difference 11 h. 16 h. i différence
23/2/54 ‘ 22,2 ’ 20,6 ‘ — 1,6 40,4 40,5 ‘ 0,1
25/2/54 27,0 31,2 + 4,2 47,3 49,8 2,6 |
27/2/54 | 29,5 | 23.5 ‘ — 6.0 64,2 | 51,2 — 13 0 |
1/3/54 33,7 29,6 | — 4,1 80,0 | 70,0 — 10,0
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ment aprés 1'écrasement des morceaux de limbes. Dans le cas de tissus frais,
I'activité de I'enzyme varie en effet fortement au cours du temps ainsi que
Weast et Mackinney 1'ont observé. Le tableau 3 montre cette variation dans
des extraits de Pelargonium, pendant les 3 premieéres heures suivant I'extrac-
tion. La méthode la plus pratique pour obtenir des résultats comparables
consiste & mesurer 1'’hydrolyse pendant la premiére heure d’activité de
I'enzyme.

Dans ces conditions, il est facile de retrouver par notre méthode une série
de résultats anciens. On voit, par exemple, que 'activité des feuilles adultes
dépend de I'espeéce: Pelargonium hydrolyse beaucoup moins que Heracleum.
L’activité est tres faible dans les ébauches foliaires; elle augmente progres-
sivement avec le vieillissement du limbe. Etant donné la quantité treés faible
de tissus nécessaires 4 une mesure, la méthode permet de mesurer la varia-
tion, non seulement en effectuant des prélévements au méme moment sur
les diverses feuilles de plus en plus agées d'une méme plante, mais encore
en suivant au jour le jour, sans la détruire, la méme feuille au cours de son
vieillissement (figure 4).

On peut méme entreprendre la recherche d’éventuelles différences dans
I'activité de la chlorophyllase, dans une méme journée et dans une méme
feuille. Nos premiers résultats, rapportés Tableau 4, semblent indiquer des
fluctuations.

Résumeé

L’auteur expose une méthode nouvelle de mesure de 1'activité de la chloro-
phyllase. La méthode est basée sur la séparation des pigments et des produits
de I'hydrolyse par chromatographie sur papier. Elle permet de travailler
avec une quantité faible de tissus frais (environ 100 mg) et sa précision est
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satisfaisante. En I'utilisant, I'auteur a retrouvé la plupart des résultats obtenus
antérieurement, par des méthodes se rapprochant de celle de Willstiitter et
Stoll (1913).

Nous remercions vivement le Prof. Doct. D. Miiller, de Copenhague, dans les
laboratoires duquel ce travail a été effectué, pour l'aide précieuse et les conseils
qu’il nous a prodigués. — Nous remercions également I'Institut de Recherches
scientifique appliquées a I'Industrie et & I’Agriculture (I.R.S.I.A.) — Belgique, qui
nous a soutenu par l'octrai d'une bourse.
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