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L'EQUILIBRE ACIDOsBASIQUE DANS LES TISSUS VEGETAUX -

(d'aprés BONWER, Plant Biochemistry, p.159~161)

Les acides organiques des tissus végétaux n'lexistent pas seulement
sous forme de molécules libres, mais se combinent generalement, en
plus ou.moins grande proportion, sous forme de sels avec les cations
minéraux absorbés par la plante., Ainsgi se constitue un systeme tampon
acideé organique ~ sel d'acide organique qui joue 'son rb8le dans la dé-
termination du pH de la cellule et exerce aussi une certaine protection
vis-a-vis des agents du milieu extérieur qui pourraient autrement al-
térer gravement le pH cellulaire,

D'un autre point de vue, les acides organlques jouent le r8le dla-
niong vis-a-vis des cations minéraux absorbés par la plante. En fait,
dans certains tissus, la plus grande partie des cations minéraux se
trouve sous forme de sels dlacides organiques.

Dans le cas, trés etudle, des frults de Citrus, on a montré que
le pH du jus est déterminé & peu prés exclusivement par

aj la quantité totale d'acide,
b) le rapport entre acide libre et acide combiné sous forme de
sels, suivant la formule :

Acide Salifié

Acide Libre

ot pK = constante de dissociation de l'lacide, Ce qui signifie qu'un
changement dans le rapport, comme celui qui peut &tre provoqué par les
fluctuations dans l'absorptlon des cations au cours du développement
du fruit, peut avoir un effet relativement minime sur le pH, On a cal-

culé, par exemple, que, guand les cations du fruit de pamplemousse dou-
blaient, le pH variait de 0,3 unités pH environ.

pH = pK + 1og.

Certains auteurs ont cherché a établir une corrélation entre l'a-
cidité titrable des extraits de plantes et leur pH. Une telle corréla-—
tion existe effectivement dans le cas des fruits de Citrus, ou la plus
grande partie des acides se trouve sous forme libre, et, parfois, dans
le cas des pommes, Mais pour "beaucoup dlautres tissus, y compvls ceux
des autres ffults, il n'y a pas de rapport entre l'acidité titrable
et le pH, Ce qui est Al évidemment au fait que la détermination de
1tacidité titrable ne rend compte que du terme acide libre dans 1l'ex-
pression logs Acide salifig .

Acide libre

Ce n'est que dans les fruits que 1l'éguilibre a01do—ba31ﬂue joue
un rdle particulidrement important. Lors de l'absorption des sels mi-
néraux par les racines ou par dlaubres organes, l'abgorpﬁlon des ca~
tions peut &tre inférieure ou supérieure & celle des anions. Dans le cas
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des fruits, l'absorption excédentaire de cations est accompagnée de
la neutralisation des acides. Dans les racines, une production active
d'acides organiques accompagne une absorption disproportionnée de
cations, alors qu'une disparition d'acides organigues accompagne une
absorpbion disproportionnée dlanions.: Les acides contenus dans les
cellules, en plus de leur fonction passive de systeme tampon, sont
capables de jouer un rdle de systéme régulateur, avec beaucoup de
souplesse, des variations quantitatives appropriées permettant lla-
daptation aux problémes posés par llabsorption des éléments minéraux,
Cette action de rdgulation est particulierement remarquable dans le
maintien de 1l'équilibre ilonique au cours-de l'absorption et de la
réduction des nitrates, les cations résiduels étant pris en charge
par les acides organiques synthétisés,

*
* %

ACIDITE TITRABLE ET ALCALINITE DES CENDRES

On peut connaftre la proportion des acides organiques combing
ou libres,avec une approximation suffisante, en déterminant

1°9) T'alcalinité des cendres, qui traduit la quantité dlanions
otganiques combinés ;
© 29) L'acidité de titration, qui indique la quantité dlanions
organiques libres, ' :

Appréciation de l'alcalinité des cendres

On desséche & 1'étuve & 70° un poids exactement connu de matiére
végétale fraiche (30 & 100 g, environ, l'importance de-la prise dé-
pendant de la teneur en eau), On note le poids de matigdre sé&che ob-
tenue et on calcine & la température habituelle (450°), On pése les
cendres, On les reprend par SO4Hz 0,1 N exactement titré (compter
- 100cc 804Hp environ pour 500 mg de cendres). On ajoute quelques gout-
tes dleau oxygénée et on chauffe 10 minutbes au bain-marie bouillant
(élimination du COp des carbonates). Oh filitre et on rince le filtre
avec un peu d'eau .chaude: On laisse refroidir et on ajoute quelgues
gouttes de méthylorange ou de rouge de méthyle., On titre en retour
avec NaOH 0,1N de titre exactement connu, On peut exprimer le résul-
tat par la quantité dlacide normal nécessaire pour la neutralisation
des cendres de 100 g. de matidre végétale seche., On peut s'exprimer
- aussi en-milli~équivalents, .

Les erreurs que 1l'on peut faire, dues par exemple a la neutralil-
sation d'une partie des cendres par du phosphore orgenique minéralisé
lors de la calcination, peuvent &tre négligées devant les quantités
importantes dl'anions organiques qui entrent en jeu,

Avpréeciation de 1l'acidité titrable

I1 s'agit d'abord d'obtenir & partir du végétal étudié un extraitb
contenant les acides sous forme libre. Ce qui est le point le plus
délicat (voir fagcicule : "Préparation du matériel végétal en vue de
1tanalyseh ), .
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I1 n'est pas recommandé d'opérer sur du matériel frais, du fait
des transformations chimiques possibles en cours de manipulation et du
fait que les cellules vivantes tendent & retenir les ligquides cellulai-
res, Pour pouvoir, dans ce cas particulier, travailler avec sé curlte
sur du matériel sec, il faut que le séchage soit falt avec des précau~
tions spéciales (sous vide 3 fr01d, lyophyllisation, etc,..) ~ (Voir
pour les causes dlerreurs gqui interVviennent, J.WOLF, MHoderne Methoden
du Pflanzenanalyse, Vol,II, p. 479 480), Ta melTleure solution semble
souvent &tre de se servir de matériel stabilisé en milieu clos (fiole
bien bouchéde), par le froid (-18°C) ou la chaleur (bain marie bouil-
lant). La stabilisation ayant eu lieu sans changements appreclabTes _
de la concentration des liquides organiques, on peut alors doser ltaci-
dité 501t sur le jus de presse (obtenu avec une presse & main, le ma-
tériel végétal étant enfermé dans un linge blanc bouilli avec de l'eau
dlstlllee§, soit sur un extrait (obtenu & partir du matériel broyé,
soit avec de l'eau, soit avec un solvant approprié),

Le choix du procédé -~ jus de presse ou extrait - dépend surtout de
la nature des tissus étudiéds, S'il est facile d'obtenir des jus de pres-—
se 3 partlr de frults riches en eau par exemple, pour d'autres organes
il faut opérer sur extrait.

Pour une 81mple titration de l'acidité libre, on peut broyer le
matériel stabilisé et falre une extraction & 1l'eaun sous réfrigérant,
en comptant 150cc d'eau environ pour 50 g. de matériel végétalX On
maintient 1'ébullition pendant une heure. On recueille lfextrait dans
une eprouvette graduée, On mesure le volume apres refroidissement en
ajustant & 250cc ou 90000, etc.. pour simplifier les calculs, On fil-
tre (il est souvent nécessaire d'opérer sous vide avec filtre de Buch—
ner et papier Chardin). ~
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DETERMINATION DU pH

(METHODES GENERALES ET APPLICA”ION AUX TISSUS ET EATRAITS VEGETAUX)

~ LA NOTION DE pH

Théorie d'!'ARRHENIUS

voir par ex: BRUNEL T,I,, p., 271
Théorie de BRONSTED "

n CHARLOT et BEZIER, p. 8 et
suivantes,

La définition pratique du pH a é%é reprise en 1950 dans les pays
anglo ~saxons (voir iHoderne Methoden der Pflanzenanalyse, Vol,I, p, 375-T7)
Les auteurs modernes s'attachent plus & la notion d!'"activité" "des ions
H quta cellede leur "concentration". De toute fagon, on salt depuis
longtemps qu'ton ne peut pas mesurer la concentration en ions H dans le
cas des tissus vivants et des llquldes ou produits d'origine animale ou
végétale,

Ltactivité des ions H est affectée par la nature des ions avec
lesquels les ions H sont associés et par la concentration moléculaire de
ces ions, La solution prathue a été de prendre le- coefficient dlacti-
vité jmoyenne, %, comme un terme modifiant la conceptratlon, Oy, et de
gse référer pour chaque mesure de la valeur de - log.Cpgfi & un témoin

arbitraire (tel qu'une solution N/20 de phtalate acide de K & 15°C =

pH4,000, etced)s

~ RELATION ENTRE LA NORMALITE BT LE pH
 L'acidité totale, ou acidité de titration, d'une solution et

- la concentration totale de cette solution en ions HT remplacables par

un métal, L'acidité actuelle, ou réelle, est donnée par la mesure de la
concentration (ouw de i'activité) des ions HT libres.

I1 v a relation directe entre la normalité et le pH pour les so-
lutions diluées des acides forts et des bases fortes (qui sont entiére-—
ment dissociées). Les acides faibles ou les bases faibles en solutions
diluées sont tres peu dissocids et la relation directe entre la normali-
té et le pH n'existe plus,

Des solutions ayant méme acidité de titration (méme normalité)
peuvent avoir des pH treés différents et inversement, Clest 18 une ques-
tion de disgocilation.

I1 en est de méme pour les mllleu/ organlques complexes ol dlau~
tres facteurs entrent en ligne de compte. I1 n'y a, par exemple, pas de
rapport constant entre le pH d'un lait et son acidité titrable. Les
laits & haute acidité naturelle contiennent en proportlon plus élevée
les substances tampons (caséfne, phosphates) qui, s'opposant au change-
ment du pH, exigent plus de solution alcaline au cours du tltrageo

Le cas des organes et des extraits végétaux a ét¢é examiné ci-
dessus.




~ SOLUTIONS TAIMPONS

Voir BRUNEL, T.I, p.274-64

~ METHODES DE DETERIINATION DU pH

a) Mdthodes colorimétrigues

Pour tout ce qui concerne les indicateurs : voir BRUNEL, T.I,

Pe 278 et suivantes. _

Des indications sur les différentes méthodes, 1! emp101 des pa-
piers indicateurs, des comparateurs, etc,., sont donndes dans tous
les traités pratiques de chimie,

b) Méthodes électrométriques

On évalue la différence de potentlel gui brend neissance aux

bornes d'un couple d'électrodes approprides, d'une pwft dans les
témoins de référence, d'autre part dans le mllleu 4 étudier,

1) Appareils & électrode 3 hydrogene

2)

3)

Appareils a électrode de verre

Les pH metres modernes dlemploi courant sont & électro-—
des de verre, ce guli offre de mulmlples avantages (possibi~ -
1lités de mesure sur des substances piteuses, des solutions
oxydantes ou reductrvces, etCoee)s Certains de ces appareils
sont congus de manlere a permettre aussi des mesures de rH,

Ils sont équipés
- d'une électrode de verre, dont la membrane, en verre de coOme
position spec1 le est soufflée. generalement sous la forme d'un
bulbe spherlque, & paroi extrfmement mince, placé & llextré-
mité d'un tubes Une solution ioniséde (HCL ﬂ/10) assure la
liaison electrolythue de la face interne de la paroil avec
une armature métallique., Cette dernidre se trouve portde &
un potentiel d'équilibre gui est fonction du pH du milieu
dans lequel le bulbe sphérique est immergéd;

Pour des usages spéciaux il existe des électrodes de
verre de forme spéciale : & membrane protégde, pénétrante,
etces (voir cutalogues)

~ d'une électrode de référence au calomel ou le pont salin

est constitué par une solution saturée de KCl, avec laquelle
le potentiel du liguide de jonction est negllgeablc (mais si
la temperature HGombe pendant l‘OpefaﬂWOﬁ, cette solution sa-
turée peut déposer un film de KOl & la surface du verre et
on obtient des valeurs de pH anormales ; la temperature doit
donc §tre ralsonnaolmment constante pendant une série de me-
sures

On opere en général suivant la méthode dite du "double
témoin" qui utilise deux solutions tanpons dont les pH enca=
drent celui du milieu & étudier (l'une & pH = 4, l'autre choi-
sie suivant les circonstances),
Appareils & électrode & guinhydrone

Si on ne dispose pas d'un pH métre moderne, on peut se
servir d'une dlectrode de référence au calomel et dtun frag-
ment de platine, plongés dans le milieu & étudier, préala-




d)

blexent saturé en quinhydrone, La force électro-motrice pro-
duite est de courte durde et les mesures doivent &tre faites
rapidement, Te principe de cette méthode repose sur lleffet
électrique de la transformation de la quinone OCgHAO en
1tanion d'hydroquinone par l'addition de deux électrons gul
peuvent &tre neutralisés par 28T, La quinhydrone ~O6H4/(OH)2;
CgHypOp est un complexe d'hydroquinone et de qguinone en pro-
portions équimoléculaires, L'électrode & la quinhydrone abt-
teint rapidement son équilibre ; inutilisable en pH alcalin,
elle permet, en dessous de pH7, des mesures en présence de
certains agents oxydants, d'acides organiques non saturés
et de certains sels qui interfeérent avec 1l'électrode a hy-
drogene.

4) Appareils & Blecbrode Métal-Oxyde métallique

TL'usage des électrodes antimoine + oxyde d'antimoine

exige tant de précmutionsg spéciales et suppose tant d'erreurs
possibles qulon ne s'en sert guere pour des tissus ou des
extraits végétaux, Mais, comme les électrodes au tellurium,
elles peuvent 8tre utiles dans certbains cas.

Application de ces méthodes & 1'étude du pH des tissus végétoux

Les séves et les ftissus végétaux ont, en général, des pH
compris entre 1,3 et 8. La détermination peut &tre faite sur
les organes ou les extraits non traités, sauf dans le cag de
certains tissus trés gras ou trés riches en protéines (légu~
mineuses, etCss), pour lesqguels des traitements spéciaux peu-

~vent 8tre nécessaires (séparation de la phase agueuse).

1) Certaines mesures peuvent &tre faitesdirectement sur des or~

gones végétaux avec des électrodes de verre spéciales (élec~
_trodes pénétrantes, microélectrodes). Les résultats obtenus

dépendent évidemment énormément des conditions dans lesquel-

les on opere et ne peuvent avoir qulune valeur indicative.

2) On peut faire des micro~-injections d'indicateurs dans cer-
taines cellules ou des micro-ponctions sur des tissus trai-
tés par des indicateurs.

%) SMALL (Modernme Methoden der Pflanzenanalyse, Vol.I p.385)

"~ décrit en détails ltapplication de sa méthode utitisent un
mélange d'indicateurs pour la détermination du pH de frag-
ments de tissus vivants.

4) Dans le méme chapitre, il donne dgalement des indications
sur la technique de SMITH qui permet d'ubtiliser, chez les
plantes qui en renferment, des pigments, tels que les antho-
cyanes, comme des indicateurs naturels (on réalise une échel-
le de témoins de référence avec des extraits de ces fTissus
coloréds dans des solutions témoins de pH connu);

5) On peut enfin opérer sur des jus de presse ou des extraits
obtenus & partir d'organes frais ou stabilisés,

Causes générales dlerreur
Voir BRUNEL, T.I, p.297~8.
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Cauges dlerreur particuliéres aux tissus végdtaux

Les erreurs de sels avec les extraits végstaux sont orxrdi~-
nairement si petites qu'elles sont ndgligeables avec les mé-
thodes de travail modernes ot les erreurs de protédines (sauf
avec des plantes particulidrement riches) ne touchent que la
2¢me décimale. Mais la détermination du pH sur un matériel d'o~
rigine végétale comporte bien dlautres causes dlerrsur considé-
ravles. .

Pour permettre la mesure, les tissus sont presque toujours
blessés ou dislogués. Les jus de presse, les séves, les extraits
d'organes frais évoluent rapidement et ne tradulsent pas exnc-
tement la réaction de la plante vivante. Les extraits stabilisés
sont sujets & d'autres causes d'erreur, I1 ne faut donc pas igno-
rer dans quelle mesure les régultats sont rendus aléatoires par
le déclenchement de processus de fermentation, le mélange du
protoplasme avec les enclaves liquides et autres, etci.etc..

Ils ne peuvent &tre comparables que s'ils sont obtenus dans des
conditions rigoureusement identiques. .

Dtautre part, les seves et leg extraits végétaux contien-
nent souvent des substances oxydantes ou réductrices gqui, en
affectant le potentiel d'oxydo-réduction, interferent sérieuse~
ment dans le foncbionnement du pH metre, Les tissug et les ex—
traits végétaux enfin renferment couramment du C0p qui peut &-
tre entidrement ou partiellement éliminé au cours de la manipu-
lation, ce gui peut entrainer des variations de l'ordre de 1l'uni~
té pH dans les résulbats.

Précision atteinte et conditions d'emploi des différentes méthodes

Avec les papiers indicateurs, employés avec toutes les pré-
cautions d'usage (pour éviter le contact de Llacidité des doigts
et du COp exriré, etc..), on peut atteindre une précision maxima
de 0,1 unité pHL 0,05 et une précision habituelle de 0,2% 1,

Les autres méthodes colorimétriques ne donnent pas une pré-
cision supérieure, mais l'opératceur travaille avec plus de ol-
reté et l'interprétation des teintes est plus facile, La plupart
des liquides troubles ou colorés échappent & ces méthodes et
beaucoup d'indicateurs aménent des erreurs de sels ou de protéi-
nes. Les gammeg étalons et les solutions dtindicateurs sont fra-~
giles 3 11 est nécessaire de les conserver, dans la mesure du
posgible, & t° inférieure & 25° et & l'abri-de la lumidre,

L'électrode de verre, avec des solutions tampons, et dans
des conditions bien détermindes, peut donner une précision rce
productible de 0,005, Mais pour toutes les déterminations cou-
rantes, l'exactitude est limitde & la premiére décimale avec
une marge de T 0,05, Dans le cas des extraits végétaux, les rdé-
sultats ne sont satisfaisants 3 la premigére décimale preés que
dans de bonnes conditions (tissus homogdnes, etc..) et il faut
souvent se contenter d'une précision reproductible moindre (iO,2)

L'électrode de verre convient moins bien quand le pH est su-
périeur & 9,

#*
% %
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