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Au cours de I'étude du métabolisme de agmatine dans les rameaux de Limo-
aiem vulgare Mill. et dans les jeunes plantes de Svja hispide Moench.. il est apparu
descomposésdont la séparation et Uidentification a présenté des difficultés. I était done
nécessaire de mettre au point une technique qui permette dlisoler les produits pou-
vant se former au cours de [utilisation de Nagmatine: urée. N-carbamyiputrescine.
N.N"-dicarbamylputrescine. y-guanidinobutyraldéhyde. acide y-guanidinobutvrique.
arcaine. putrescine. spermidine et spermine. Lopez-Gorge et Monteohva! ont montré
que la méthode de Biserte er al. était applicuble a la séparation des dériveés guanidi-
ques. Cette méthode qui nous a permis ausst de séparer la N-carbamylputrescine.
ne donne qu'une trés mauvaise résolution de la N.N'-dicarbamylputrescine et de
I"'urée dune part. de lagmatine et des polvamines dautre part. Cest pourquoi
nous avons di compléter i méthode en combinant i 'électrophorése trois chro-
matographies paralléles.

PARTIE EXPERIMENTALE

Origine des composés utilisés

Les produits utilisés sont des produits commerciaux ou des produits abtenus
au laboratoire. LTagmatine sulfate nous a été fournie par les &tablissements Sigma
(St. Louis. Mo.. E.U.). la putrescine. la spermidine et la spermine par Fluka (Buchs.
Suisse) et uréde par Merck (Darmstadt. R.F.A). Lacide y-guanidinobutyrique
nous a été aimablement préparé par le Profl A. Brunel du Centre de Physiologie
Végétale de 'Université Paul Sabatier de Toulouse. La N-carbamylputrescine et
la N.N'-dicarbamylputrescine ont €ié synthétisées. puar action du cvanate de potas-
sium sur le dichlorhvdrate de putrescine’. au Laboratoire de Physicochimie Struc-
turale du Prof. R. Carrié. grice a l'obligeance de J. Hamelin (U.E.R. Structure et
Propriétés de la Matiére, Université de Rennes). Nous avons préparé le 3-guanidino-
butyraldéhyde par transamination de agmatine sur acide z-cétoglutarique®, en
présence d'une suspension de poudre de jeunes plantes de Soju hispida: le proto-
cole expérimental retenu est celui décrit par Guitton® lors de I'étude des transaminases
des plantules de Pinuy pinea L.
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NOTES

Techniques de séparation )

La technique utilisée associe I'électrophorése en haute tension & la chromato-
graphie descendante sur papier; elle met en oeuvre la méthode de couplage décrite
par Efron® qui consiste a coudre, sur une feuille de papier Whatman 3 MM. la bande
intéressante de I'électrophorégramme.

L électrophorése est effectuée a Fappareil Phérograph. sur papier Whatman
3 MM. 57:35 cm, impiégné d une solution tamponnée de pH 3.9 (pyridine-acide
acétique-eau. 30:100:3870)*: le champ électrique est fixé a 45 V/cm. Une migration-
de 1 h 35 min permet de séparer les composés étudiés en trois groupes suivant leurs
vitesses décroissantes de migration: (I) les polvamines. agmatine et arcaine; (II) Ia
N-carbamylputrescine. le ¥-guanidinobutyraldéhyde et I"acide y-guanidinobutyrique;
(LID) urée et la NN -dicarbamylputrescine.

Le premier groupe est repris en chromatographie dans le mélange n-butanol-
pyridine-acide acétique-cau (4:1:1:2) pendant 24 h. Dans ces conditions. on sépare
de facon satisfaisante arcaine. Nagmatine. la putrescine. la spermidine et la sper-
mine. De méme. les constituants du second groupe sont isolés par une chromatogra-
phic de 14 h dans le solvant m-butanol-acide acétique-eau (12:3:5). Enfin. pour
le troisiéme groupe o l'urée et la N.N'-dicarbamylputrescine sont superposées.
une chromatographie de 14 h dans le mélange phénol-eau-ammoniaque (130:30:1)
permet leur séparation.

Réactifs de révélarion
Les polvamines. agmatine et la N-carbamylputrescine sont révélées par une
solution de ninhydrine & 0.4%] dans le mélange n-butanol-acide acétique (100:4)

et chauffiage a 1007, Larcaine. le y-guanidinobutyraldéhyde. 'acide y-guanidinobuty-

TABLEAU I
MOBILITES ELECTROPHORETIQUES (Rr) ET Rr DES DERIVES DE L'AGMATINE

Rz mobilité électrophorétique par rapport & Ia putrescine. Solvant 1: »-butanol-pyridine-acide

acétique-cau (d:1:1:2): solvant 2: s-butanol-acide acétique-cau (12:3:3): solvant 3: phénol-~
cau-ammoniaque (150:50:1).

Composes Electrophorése Chromarographie (Rp)
‘ (Rp)

Solvanr 1 Solvant 2 Solvanr 3

Groupe I

Putrescine 1.00 0.25
Spermidine 0.93 0.17
Spermine 0.87 0.11
Agmatine 0.85 0.35
Arcaine 0.71 0.46
Groupe [ )
N-carbamylputrescine - 0.52 : 040
+-Guanitdinobutyraldéhvde 0.5t 0.61
Acide ;-guanidinobutyrique  0.29 0.53

Groupe IH
Urée ’ 0.06 0.74

N,N"-dicarbamylputrescine 0.06 0.97
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rique et de nouveau I'ngmatine sont localisés par le réactif au diacétyle-z-naphtol’.
Enfin, l'uréde. la N.N'-dicarbamyvliputrescine. mais aussi 2 N-carbamylputrescine,
donnent une couleur jaune vif sur fond blanc avec le réactif d Ehrlich modifié®. Tous
fes révélateurs sont utilisés par pulvérisation.

RESULTATS

Les mobilités électrophorétiques. par rapport & celle de la putrescine R,.
et les R, des différents composés étudiés figurent dans le Tableau 1.
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