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SUMMARY 

Uniformly 14C-labelled quinic acid has been biosynthesized by 
exposing young Quercus pedunculata Ehrh leaves to a source 
of light in a W O ,  atmosphere. A preliminary study of the change 
in specijic radioactivity of the labelled acid with time has led to a 
determination of the optimum metabolisation time. After extraction, 
separation over ion-exchange resins and purification by preparative 
chromatography have allowed to obtain from 10 mCi of B a W O ,  
0,26 mCi oj* quinic acid, rhe radiochemical purity of' tthich titas 

proved by autoradiography. 

L'acide quinique I4C uniforme'ment marque' a e'te' synthe'tise' en 
exposant ri la lumisre, en pre'sence de 14C02, des ,jeunes feuilles de 
Quercus pedunculata Ehrh. L'e'tude de E'e'volution, en fonction du 
temps, de la radioactivite' spe'cijique de I'acide marque' a conduit ri 
de'terminer un temps de me'tabolisation optimum. A p r b  extraction, 
la skparation sur re'sines e'changeuses d'ions et la chromarographie 
pre'parative ont permis d'obtenir ci partir de 10 mCi de BaWCO,, 
0,26 mCi d'acide quinique radiochromatographiquement pur. 

L'acide quinique (tetrahydroxy-1, 3, 4, 5-carboxy- 1-cyclohexane) inter- 
mediaire dans la synthkse du noyau aromatique chez certains microorga- 
nismes est bien rkpandu dans le rbgne vigCtal (I). Dans le but de preciser son 
rale mitabolique chez les vCg6taux suptrieurs nous avons cherche B obtenir 
ce compose sous forrne radioactive. Jusqu'& prCsent seules des preparations 
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de type biologique ont ktk signalkes. Les auteurs utilisent la photosynthkse : 
de jeunes plants de rosier ( 2 ) ,  de Gingko (3)  ou de Sapin (4) ttant maintenus 
en atmosphtre de 14C02. 

HO COOH 

OH 

Nous dicrivons dans ce travail un mode d’obtention d’acide quinique 
14C uniformkment marquk, a partir de 14C0,, qui fait appel 2 Quercus pedun- 
culata, espkce chez laquelle nous avons relevk la prtsence de quantitts impor- 
tantes d’acide quinique ( 6 ) .  L’activitt sptcifique de l’acide is016 et le rendement 
en % de la radioactivitk du carbone utilist sont supkrieurs a ceux mentionnts 
dans 1es mtthodes dkjk  cittes *. 

Dispositif expe‘rimental. 

La fixation du 14C0, est rtalisie dans une enceinte en verre, ttanche, 
de 22 I, placte sous une hotte bien ventilee. Un eclairement de 6 000 lux peut 
Etre apportt par 4 lampes a incandescence, l’tchauffement ttant cornpenst 
par la circulation de methanol a -10 OC dans un tuyau transparent enroulk 
autour de l’enceinte; la temperature au niveau du  vtgttal ne dtpasse pas 
ainsi 25 OC. 

La chambre de photosynthkse est en communication d’une part avec 
un gkntrateur de CO,, d’autre part avec un manomktre a mercure et 2 bar- 
boteurs a soude disposts en strie pour fixer le CO, residue1 en fin d’exptrience; 
l‘ensemble du circuit (Fig. 1) peut Etre mis en dkpression par I’intermtdiaire 
d’une pompe a vide. 

Avant d’introduire le I4CO, dans l’enceinte, on chasse le CO, de l’air 
qu’elle contient par passage d’un courant d’air dkcarbonatt. On ktablit un 
leger vide (4 cm de mercure) puis on libtre le 14C0, par action d’acide lactique 
sur le Ba14C0, (C. E. A., 39,4 mci/mM). Le gaz radioactif est ensuite entrain6 

l’intkrieur de La chambre de photosynthkse par admission d’air dkcarbonatt 

* En 1963 la firme ’‘ New England Nuclear Corporation ” (575 Albany street Boston 18 
Massachusset) a mis en vente un acide quinique U 14C obtenu par synthbe biologique sans 
prickion d’origine. 
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jusqu’au rttabljssement de la pression atmosphtrique (l’addition de carbonate 
inerte au  Ba14C0, est calculee de manikre B ce que la teneur en CO, soit de 

, 0 3 1  %>. 

L u m i k  

C 

FIG. I .  Dispositif utilisk pour l’expkrience de photosynthese en presence de l1C0, 
a - P2ge a CO, contenant de la potasse solide 
b - Tube generateur de I4CO2 a partir de “COJBa 
c - Acide lactique 4 N 
d - Thermomktre 
e - Circulation de methanol a -10” C 
f - Manometre a rnercure 
g,,g, - Barboteurs a soude 
rl ,  r2,  r j ,  rp ,  r5 - Robinets. 

De‘terminations prfliminaires. 

Aprks avoir observt le bon ttat de conservation, 150 h aprks prelkvement 
sur l’arbre, de rameaux de Quercus pedunculata maintenus dans I’eau distillee 
en atmosphkre confinte et radioactive, nous avons essay6 de determiner la 
durte optimum de l’exptrience de biosynthkse. 

En effet, dans les prtparations biologiques de produits radioactifs rete- 
iiant l’assimilation chlorophyllienne, on relkve pour un m@me compost des 
temps d’exptrimentation extrkmement variables, allant pour l’acide quinique 
par exemple de 9 B 50 jours ( 3 9  4). 

Aussi, avons nous recherche, au bout de combien de temps, dans les 
conditions retenues, l’acide quinique prtsentait une activite specifique maxi- 
mum. Pour cela on sectionne, sur de petits arbustes dtveloppts en serres, 
un mois environ aprts I’ouverture des bourgeons, 5 rameaux sensiblement 
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identiques, portant de 8 2 10 feuilles. On les maintient dans l’eau distillee, 
h l’obscurite, pendant 24 heures pour reduire leur contenu en glucides, puis 
on les dispose h l’interieur de I’enceinte dans laquelle on libbre 1 mci de 14C0,. 
Les jeunes plants sont alors soumis une alternance de 14 heures de lumibre 
(6 000 lux) et 10 heures d’obscuritk, ce qui correspond aux conditions natu- 
relles. Apres les premibres 14 heures on purge l’enceinte et on prtlbve un 
rameau dont les feuilles sont immkdiatement fixees par immersion dans l’azote 
liquide. Pour les autres tchantillons on opbre de la mtme manibre a des inter- 
valles reguliers de 24 heures 
soit prelbvement no 1 aprbs 15 h 

2 aprbs 39 h 
3 apr& 63 h 
4 aprbs 87 h 
5 aprbs 11 1 h 

Pour chaque essai on broie le materiel vegetal dans I’alcool h 950 GL 
B 1’homogtnCiseur “Bulher” puis on realise une extraction par l’alcool a 
800 GL. Aprbs evaporation sous vide a 35 OC, on filtre, on defbque par l’aci- 
tate de plomb, on purifie la solution par passage sur rtsine cationique Dowex 50 
(H+) puis on fixe les substances anioniques sur rtsine Dowex 1 (CH,COO-). 
On Clue globalement les anions par l’acide acetique 6 N, on Cvapore sec, 
sous vide, on reprend par une quantitC exacte d’eau distillee et on dose colo- 
rimttriquement l’acide quinique selon le protocole decrit dans un travail 
antkrieur ( 5 ) .  

On depose alors sur une feuille de papier Whatman no 1 uri volume de 
chaque extrait contenant une mtme quantitk d’acide quinique (0,3 pM). 
Aprbs migration dans la phase superieure du melange solvant (Butanol 1 
- Acide formique - H,O, 40-10-50 en volume : solvant A) pendant 16 heures, 
on apprecie la radioactivite de l’acide quinique par passage du chromato- 
gramme au ditecteur a scintillation en milieu semi-liquide (SAIP Modble 
DMSL I), associi B un dispositif d’integration et A un enregistreur. 

Ces enregistrements sont reproduits sur la figure 2. On constate que 
l’acide quinique presente une activitC sptcifique maximum aprbs 87 h, duree 
d’expirience qui sera donc retenue. I1 semble d’aprbs ces rtsultats que l’acide 
quinique presente une vitesse de renouvellement assez rapide. 
Expe‘rience de‘$nitive. 

On prClkve sur un arbre en plein champ plusieurs rameaux feuillts un 
mois environ aprks I’ouverture des bourgeons, ptriode a laquelle nous avons 
constate une teneur maximale des feuilles en acide quinique ( 5 )  (4 % du 
poids de la matiere skche). 

L’experience est conduite comme prtckdemment mais on utilise cette fois 
10 mCi de 14C0,. Aprbs 86 h on balaie I’atmosphire de l’enceinte pendant 
1 h par un courant d’air decarbonate. On recueille les rameaux, on detache 
les feuilles, on les pbse (poids de materiel frais : 60 g) puis on les fixe par l’azote 
liquide. 
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FIG. 2. 

Le CO, retenu dans deux barboteurs a soude est precipitt quantitative- 
ment sous forme de BaCO, par BaCI, en solution dans NH,Cl. Le sel de 
Baryum est recueilli par filtration, lave a l’eau cliaude et B 1’Cthanol a 9 5 O  

puis sCchC 2 1’Ctuve i 100 OC jusqu’ i  poids constant. 
La radioactivite du sel, reduit en poudre fine au mortier, est mesurCe, 

en couche infiniment mince, sur un compteur GEIGER 2n B circulation 
gazeuse (SAIP type FCP IOl), dont le rendenient dCtermine experimentalement 
avec une source etalon de rCference est d’environ 45 %. L’activitC totale du 
BaCO, est de 0,8 mCi, le rendement de fixation est donc de 92 %. 

ISOLEMENT DE L’ACIDE QUINIQUE 14c.  

Le broyage, I’extraction et la purification de l’extrait jusqu’au passage 
sur Dowex 50 ont dejB etC dCcrits dans I’experience prkliminaire. A la sortie 
de la rCsine cationique la fraction acide est fixCe sur rCsine Dowex 2 (C03--) ,  
elute par le carbonate d’ammonium puis les diffkrents acides sont stparts 
s u r  une colonne de resine Dowex 1 x 8, 200-400 mesh (CH,COO-) seloa la 
methode de Hulme et Wooltorton (6), l’klution Ctant realisee par un gradient 
d’acide acktique. 

Les courbes de la figure 3 representent le passage de l’acide quinique 
apprecie par dosage de 1’aciditC et mesure de la radioactivitk (compteur a 
scintillation) sur une partie aliquote de chaque fraction. 

A la fin de l’ilution de l’acide quinique on constate une interference avec 
l’acide galacturonique en raison de la dispropoition existant entre les quantitCs 
des deux acides. Pour Cviter une contamination de l’acide quinique on a donc 
seulement retenu le contenu des tubes 71 81. On Cvapore a sec sous pression 
reduite, on transvase dans une boite a tare en reprenant par le minimum 
d’eau distillie, et par evaporation lente dans un dessiccateur on obtient 
589,9 mg d’acide quinique a 1’Ctat cristallisC. 
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FIG. 3. Elution de l’acide quinique sur colonne adtate 
La courbe en trait plein indique l’acidite des fractions recueillies (determinees sur 250 PI) 
celle en tirets indique leur radioactivite (dtterminee sur 5 PI). 

CARACT~RISTIQUES DE L’ACIDF I S O L ~ .  

La puretk chimique du produit obtenu a 6tk verifite par mesure du point 
de fusion : 162-163 (thCorique 162), en mtlange avec de l’acide quinique 
inerte : 162, et chromatographie sur papier dans 3 systbmes solvants. 

La purett radiochimique a ktk contralke par autoradiographie aprbs 
migration chromatographique dans le solvant A et la phase suptrieure du 
milange : Propanol I -Benzoate de mkthyle - Ac. formique (7-3-2 en volume} 
auquel on ajoute, aprbs 72 h, 1 volume d’H,O. On constate aprbs rtvClation 
la prksence d’impuretks radiochimiques en faibles quantitks 2 diffkrents niveaux 
(fig. 4a), la plus importante correspond ti la position de l’acide galacturonique. 
La radioactivitk de I’ensemble de ces impuretes n’atteint pas 2 % de la radio- 
activitt totale. 

Nous avons ainsi CtC conduit B envisager une purification suppltmentaire 
par chromatographie prkparative. L’acide radioactif mis en solution dans le 
minimum d’eau distillke est dkpos6 en bande sur 3 feuilles de papier Macherey 
Nagel 2827 ff (carton mou lave aux solvants et aux acides). La migration 
s’effectue pendant 4 h dans le solvant A aprbs une pkriode d’equilibration 
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de 14 h avec les vapeurs de la phase inferieure. Les zones correspondant 2 
l’acide quinique sont elutes par I’eau et la solution concentrCe sous vide. 
Un contr8le de la purett radiochimique est a nouveau effectut par autora- 
diographie, aprtts : 
- chromatographie dans les solvants : Ethanol - H,O (3-1 en volume) - 

Alcool benzylique - Butanoi I11 - Propanol JI - H,O (3-1-1-1 en volume) 
mtlange B 2 % d’acide formique. 

- electrophorttse a haute tension (2 900 v) dans le tampon acetate d’am- 
monium N/10, pH = 2,8 (dam tous les cas on depose 50 pg d’acide qui- 
nique inerte au niveau du spot de dtpart avant d’ajouter la substance 
radioactive; on t h i n e  ainsi certains artefacts dam I’autoradiographie (’9. 

Sur les autoradiogrammes rCvtlCs on n’observe qu’une seule tache sombre 
correspondant a l’acide quinique (Fig. 46) le compose isole est donc radio- 
chromatographiquement pur. 

torigine+ 

~ front + 

FIG. 4 a. FIG. 4 b. 

On reprend l’acide par le minimum d’eau distillte, on ajoute de 1’acCtone 
jusqu’a apparition d’un louche et I’on obtient au refrigerateur 543 mg de 
cristaux trks ltgttrement jaunes. L’acide quinique est conserve B -25 OC, 
en ampoule scellte sous vide; son activite sptcifique est de 95 pCi/mM, I’acti- 
vite totale de 260 pCi soit un rendement de 2,8 % du 14C0, utilist. 



146 A. BOUDET 

BIRLLOGRAPHIE 

1. CROMBIE, W. M. - Metabolism of " extracyclic " organic acids in : Encyclopedia ofplunt 
physiology. Springer Verlag Berlin, Gottingen, Heidelberg XIlj2, 810-933, (1960). 

2. WEINSTEIN, L. H., PORTER, C .  A. and LAURENCOT, H. J., Jr. - Quinic acid as a precursor 
in  aromatic biosynthesis in the rose. Contrih. Boyce Thompson Inst., 20 (2) : 121-134 (1959). 

3. WEINSTE", L. H., PORTER, C. A. and LAURENCOT, H. J., Jr. - Biosynthesis of uniformly 
labeled shikimic and quinic acids i n  leaves of Gingko biloba. Contrib. Boyce Thompson 

4. GOLDSCIIMID, O., and QUIMBY, G .  R. - Lignin precursors : the role of quinic acid. 

5. BOUDET, A,, MARIGO, G., et ALIBERT, G. - Recherches sur la biosynthese et le meta- 
bolisme des compost% aromatiques chez les vkgetaux supkrieurs. Variations des teneurs 
en acides quinique et shikiniique dans les feuilles de Quercus pedunculata Ehrh. au cours 
d'une annee de vegktation. C. R. Acud. Sci. Paris, t .  265 : 209-212 (1967). 

6. HULME, A. C. and WOOLTORTON, L. S. C. - Dktermination and isolation of the non 
volatils acids of pome fruits and a study of acid changes in apple during storage. J. Sci. 
Food, Agr. ,  9 : 150-8 (1958). 

7.  GRENNEN TSUK, R.,  CASTRO, Th., LAUFER, L. and SCHWARZ, D. R. - Determination of 
radiochemical purity by means of autoradiography in : Actes de la confe'rence sur les me'- 
thodes de priparution et de conservation des mole'cules marquies. Euratom 1625 e, 491-509, 
(1963). 

Inst., 21 (7) : 439-446 (1962). 

TAPPI, 47, No 9, 528-533 (1964). 




