
Phytochemistry, 1971, Vol. 10. pp. 997 to 1005. Pergamon Press. Printed in England. 

PROPRIl?Tl% ALLOSTl?RIQUES SPlkIFIQUES DES 
DEUX ISOENZYMES DE LA PHGNYLALANINE- 

AMMONIAQUE LYASE CHEZ QUERCUS PEDUNCULATA 

ALAIN BOIJDET, RAOUL RANJEVA et PIERRE GADAL 

Centre de Physiologie Vkgbtale, Facult6 des Sciences, 31-Toulouse, France 

(Received 29 July 1970) 

RCsumk-Deux formes &parables de la phtnylalanine-ammoniaque lyase (PAL) coexistent dans les feuilles 
de Quercuspedunculutu. Elles se distinguent par leur pH optimum d’action mais surtout par leurs propriktks 
allostkriques. Le produit de la &action et l’acidep-coumarique rktroinhibent les deux isoenzymes, mais l’une 
d’entre elles se r&le particulitrement sensible g l’action des acides benzolques tandis que l’autre est inhib& 
spkcifiquement par les acides cinnamiques. L’acide gallique posskde un effet activateur et l&e l’inhibition 
due aux effecteurs nkgatifs. Les molkules de ligands agissent par effet coopCratif uniquement sur la vitesse 
maximale de la r&action. 

Abstract-Two PAL isoenzymes coexist in Quercus pedunculutu leaves. They differ in their optimum pH 
and, principally in their allosteric properties. Cinnamic and p-coumaric acids inhibit both isoenzymes but 
one of them is especially sensitive to benzoic acids, whereas cinnamic acids inhibit the other. Gallic acid 
activates the two enzymatic reactions and reverses the inhibitor’s action. The effecters act through 
cooperative effects only on the V,. 

INTRODUCTION 

D~COUVERTE en 1961 par Koukol et Conn, l la phknylalanine-ammoniaque lyase (PAL) 
repr&sente certainement l’enzyme du m&abolisme des composts aromatiques la plus 
CtudiCe chez les vkg&aux supirieurs Cet intt& s’explique par la repartition trb g&&ale 
du biocatalyseur et son r81e essentiel dans la biosynth$se des composCs phknoliques; en 
effet, la PAL, qui transforme la phenylalanine en acide cinnamique, rtalise une jonction 
entre le m&abolisme primaire et de nombreux produits secondaires sptcifiques des vCg&aux. 
Cependant, ce sont les variations particuli&rement nettes de l’activite de l’enzyme avec 
l’Ctat physiologique de la plante et sous l’effet de diffkrents facteurs qui ont plus particuli&e- 
ment retenu l’attention. Ainsi des corrClations trbs significatives entre le taux de production 
des composCs phtnoliques ou leur lieu de synthkse et l’activitd du biocatalyseur ont pu &re 
mises en Cvidence.2-5 Par ailleurs, de nombreux travaux devaient dtmontrer la synthbse 
‘de novo’ de la protbine enzymatique sous l’action de divers facteurs: Bthyl&ne,6 abscissine 
II,7 mais surtout sous l’influence de la lumi&re,8-9 en particulier, par intervention du 
phytochrome.1° L’induction de la PAL et son inactivation, par un mCcanisme qui 

1 J. KOUKOL et E. E. Cow, J. Biol. Chem. 236,2692 (1961). 
2 T. ~~INAMIKAWA et I. UFUTANI, J. Biochem. 57, 678 (1965). 
3 T. HIGUCHI, Agri. Biol. Chem. 30, 667 (1966). 
4 L. L. CkEASY, Phytochem. 7, 1743 (1968). 
5 V. P. MAIER et S. HASEGAWA, Phytochem. 9, 139 (1970). 
6 J. RIOV, S. P. MONSELISE et R. S. KAHAN, Plant Physiol. 44, 631 (1969). 
7 D. C. WALTON et S. SONDHEIMER, Plant Physiol. 43,467 (1968). 
8 M. ZUCKER, Plant Physiol. 40, 779 (1965). 
9 G. ENGELSMA, Planta 75,207 (1967). 

lo H. SMITH et T. H. ATTRIDGE, Phytochem. 9,487 (1970). 
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apparait complexe,ll constituent done deux moyens efficaces de rtgulation dans la pro- 
duction des composCs phtnoliques. 

La rttroinhibition par le produit de &action d6jia signalCe par Koukol et Conn’ a et6 
observte par Minamikawa et Uritani12 et analysCe par Havir et Hanson.’ 3 Cependant 
comme le supposent ces derniers auteurs, la diversit des composts dtrivant de i’acide 
cinnamique et en premier lieu les deux catCgories d’acides phCnoliques (sCrie cinnamique, 
sCrie benzofque) suggbre l’existence d’un mode de rCgulation plus fin de l’activitt enzy- 
matique. On peut ainsi concevoir l’action d’effecteurs sptcifiques sur des enzymes iso- 
fonctionnelles comme ceci a Ctt d6ja signal6 chez les microorganismes pour deux 
biocatalyseurs jouant un r81e important dans le m&tabolisme des composCs aromatiques, 
la DAHP synth&ase14 et la chorismate mutase. 1 5 Chez le ChCne, nous avons d6jh dCmontrt 
l’existence de la PAL16 et la prCsence de nombreux composCs phCnoliques;17 dans ce 
travail, en tenant compte de rCsultats antCrieursl 2*1 * sur l’existence possible de formes 
multiples de la PAL, nous avons recherchC chez Q. pedunculata la prCsence d’isoenzymes et 
CtudiC leur comportement sous I’influence de diffkrents effecteurs. 

RESULTATS 

Mise en hidence des Deux Isoenzymes 

L’utilisation d’un gradient lintaire de NaCl permet de caractdriser, par chromatographie 
sur DEAE-cellulose, deux protCines actives bien individualisCes (Fig. l), tides respective- 

N’JMEROS DES FRACTlOl 

FIG. 1. COURBE D'ELUTION DE LA PAL APRES CHROMATOORAPHIE SUR DEAE-CELLULOSE. VOLUME DES 

FRACTIONS: 10 ml (-0-_O---) PAL I; (-Cl-•cI--) PAL II. 

I1 M. ZUCKER, Plant Physiol. 43, 365 (1968). 
I2 T. MINAMIKAWA et I. URITANI, J. Biochem. 58, 53 (1965). 
I3 E. A. HAVIR et K. R. HANSON, Biochem. 7, 1904 (1968). 
I4 F. LINGENS, W. GOEBEL et H. UESSELER, European j. B&hem. 2,442 (1967). 
I5 R. G. H. COTTON et F. GIBSON. Biochim. Bionhw. Acta 100. 76 (1965). 
I6 A. BOUDET, Thbse Sp6cialit6, PhysioL VPgita~e,~Toulouse (1965): ’ 
I’ G. ALJBERT, G. MANGO et A. BOUDET, Physiol. V&g&ale 7, 57 (1969). 
Is E. A. HAMR et K. R. HANSON, Biochem. 7, 1896 (1968). 
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ment pour des concentrations en se1 de 50 et 120 mM; les deux isoenzymes semblent done 
diffkrer par leurs charges. L’examen de cette figure montre bgalement que les deux formes de 
la PAL coexistent en quantit& sensiblement Cgales ce qui facilite l’ttude de leurs propriMs 
spkifiques. 

pH Optimum &Action 

En rbgle g&kale, l’enzyme de dksamination de la phknylalanine pr6sente une zone 
d’activitd maximale pour des valeurs de pH situCes entre 8,5 et 9. On retrouve cette carac- 
tkristique chez (2. pedunculata, cependant, l’Ctude de l’activith des deux isoenzymes en 
fonction de la concentration en ions H+ permet de mettre en Cvidence l’existence d’un pH 
optimum spkifique de chacune d’elles: pH 8,8 pour la PAL I; pH 8,6 pour la PAL II. 
Ce rtsultat s’accorde avec l’hypothkse d’une diffdrence dans le degrd d’ionisation des deux 
isoenzymes, dijj8 suggkte par l’&ude de leur comportement chromatographique sur 
DEAE-cellulose. 

PropritSs Allostkriques 

Action inhibitrice des acides phknoliques. Les deux isoenzymes sont sensibles a l’action 
inhibitrice des acides phknoliques. Les acides cinnamique et p-coumarique constituent des 
inhibiteurs allosttriques communs aux deux formes isofonctionnelles (Tableau 1). Le 
produit de la r&action enzymatique exerce des actions sensiblement identiques dans les 
deux cas, tandis que le compost monohydroxylk agit plus particulikrement sur la PAL II. 

Ces similitudes mises B part, des diff&ences t&s remarquables entre les propriMs 

TABLEAU 1. INFLUENCE DP..~ ACIDES PH~NOLIQWS sm L'ACXMTB 

ENZYMATIQCJE 

Inhibition en % de l’essai fans 
effecteur 

Effecteurs 
Acides PAL I PAL II 

S&ie cinnamique 
AC. cinnamique 
AC. p-coumarique 
AC. cafkique 
AC. fkrulique 
AC. sinapique 

SBrie benzolque 
AC. benzoique 
AC. p-hydroxybenzolque 
AC. salicylique 
AC. gentisique 
AC. protocatkhique 
AC. vanillique 
AC. syringique 

35 35 
20 40 
0 60 
0 25 
0 0 

45 
20 
30 
25 

7: 
60 

Concentration en effecteur 7 x 10T4 M. L’enzyme est 1aissQ 10 mn 
en prknce de l’effecteur avant l’addition du substrat; les essais sont 
rkalisks au pH optimum. 
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allosteriques des deux isoenzymes apparaissent lors de l’etude de l’effet inhibiteur exerce 
par les autres acides phenoliques. En effet, seuls les acides de la serie cinnamique retro- 
inhibent la PAL II tandis que les composes de la serie benzoi’que sont des effecteurs speci- 
fiques de la PAL I. Cette regulation particuliere a chaque proteine enzymatique confirme 
bien d’aprbs Shaw,lg la r&alit6 de leur nature isofonctionnelle. 

Pour les deux isoenzymes, l’inhibiteur le plus efficace est un acide phenolique possedant 
un noyau disubstitue: I’acide cafeique (compose dihydroxyle) pour la PAL II, l’acide 
vanillique (hydroxyle en position 4 mais methoxyle en position 3) dans le cas de la PAL I. 

Enfin, parmi les composes ttudits, l’acide sinapique en Cs-C3 et l’acide protocatechique 
en C,-CI ne dtterminent aucune modification de l’activite de l’enzyme sans que l’on puisse 
relier cette absence d’action a une analogie structurale. 

L’Ctude de I’inhibition des deux isoenzymes en fonction de concentrations croissantes de 
leur effecteur ntgatif le plus efficace: acide vanillique pour la PAL I, acide cafeique pour la 
PAL II (Fig. 2), fait apparaitre l’existence d’effets cooperatifs entre les molecules de ligands. 
En effet, l’inhibition pratiquement nulle dans les deux cas pour des concentrations in- 
ferieures a 0,5 x 10e4 M se manifeste ensuite pour une faible variation de la concentration 
en effecteur. 

Activation par I’acide gallique. Comme le montrent les Figs. 2 et 3 I’acide gallique se 
distingue des autres acides phenoliques par son effet activateur sur les deux formes de 
I’enzyme, son action stimulatrice Ctant la plus marquee sur la PAL II, isoenzyme la plus 
sensible aux seuls acides cinnamiques. 

3, 

OLlA_ 
11 10-5 lo- to-3 --,jF 

Concentration des effecteurs en Moles 

FIG. 2. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN EFFECTEURS sm L’ACTIWT~ ENZYMATIQLJE. E~~AIS 
EFFECT& SELON LE PROTOCOLE DU TABLEAU 1. 

PAL I 
1 

-O-O- AC. vanillique. 
--O--O-- AC. gallique. 

PAL II 
{ 

--O---O- AC. cafkique. 
--H-M- AC. gallique. 

I9 C. R. SHAW, Znt. Rev. Cyfd. 29, 297 (1969). 
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Pour des concentrations croissantes en acide gallique (Fig. 2) on observe d nouveau les 
courbes sigmoidales typiques des in&actions coopCratives. Pour des teneurs Qevtes, 
cependant, I’inhibition classique 2o des enzymes par les acides phtnoliques se manifeste et 
rtduit la stimulation. 

En plus de son r81e activateur, l’acide gallique possMe la propritt6 de lever l’inhibition 
provoquCe par les effecteurs ngatifs (Fig. 3). 

:g 150 
.> 
5 
$ 
al 
z? 
E 
; 100 

a a 

50 

a b 

FIG. 3. bI'LUENCE DE CACIDI? GALLIQUE. ESSAIS EFFECl'UkS SELON LE PROTOCOLS DU TABLEAU 1. 
(a) PAL I; (b) PAL II. 

Influence de la concentration en substrat. La vitesse d’action des deux isoenzymes en 
fonction de la concentration en subs&at, prbsente, au pH optimum, l’allure d’une section 
d’hyperbole; elle ob&t done a la loi de Michaelis. Pour des teneurs constantes, les effecteurs 
positifs ou ntgatifs augmentent ou diminuent la vitesse maximale de la r&action. 11s 
n’exercent pas d’action notable pour les faibles concentrations en substrat et n’affectent 
done pas de fawn significative la valeur du Km, mesure de l’affiitd apparente de l’enzyme 
pour le sub&at. 

Par l’absence d’interactions coopCratives entre les moKcules de sub&at, mais aussi, par 
l’allure sigmoidale des courbes de vitesse en fonction de la concentration des effecteurs 
(Fig. 2), les deux isoenzymes du Chene appartiennent don?’ a la catbgorie des enzymes 
allost&iques du type V. 

DISCUSSION 

L’existence de deux formes isofonctionnelles de la PAL a d6ja CtB mise en dvidence par 
Minamikawa et Uritani2 et par Havir et Hansonq8 chez la Patate deuce et la Pomme de 
terre, mais contrairement B ces deux &g&aux dans lesquels les deux isoenzymes coexistent 

2o P. GADAL,H. BOIJYSSOU et J. P. BARTHE,P~JW~&. V&g&Ze 7, 69 (1969). 
21 G. N. COHEN, Ann. Rev. Microbial. 19, 105 (1965). 



ALAIN BOUDET, RAOUL RANJEVA et PIERRE GADAL 

I % ‘, 

5 ii- I5 20 25 
PHENYLALANINE EN MILLIMOLES 

FIG. 4. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN sUBsTk4~. ESSAIS EFFECTUB~ s~~0i-4 LE PROTOCOLE DU 

TABLEAUX. 
Fig. 4a Fig. 4b 

PAL I PAL II 

(-- ._te”& 
5-p--O--) + ac. gallique, (-m--m--) + ac. gallique, 

A \ 1 ^_ _.^-111:“.._ I . . \ I _^ __FXI^.._ 

en proportion dissemblable, chez le Ch&ne elles sont presentes en quantitts sensiblement 
identiques, le dernier constituant Clue de la colonne de DEAE-cellulose (PAL II) &ant 
toujours legbrement plus abondant que l’isoenzyme la moins retenue (PAL I). 

La presence de formes isofonctionnelles de la PAL constitue-t-elle un fait general chez 
les vegetaux? Marsh, Havir et Hanson2* n’ont pu caracteriser, malgre leurs recherches, 
qu’une prottine active chez le Mai’s; mais, dans ce cas p&is la tyrosine-ammoniaque lyase, 
exclusivement presente chez les Graminees, pourrait jouer le role tenu par I’une des deux 
PAL du ChCne. 

Les resultats obtenus sur la biosynthbe des acides phenoiiques s’accordent sur un mode 
de formation des derives en Cs-C3 mettant en jeu la desamination des acides amines aro- 
matiques, suivie d’hydroxylations et methylations successives des premiers produits apparus. 
L’origine des acides benzoi’ques est moins bien connue; certains d’entre eux se formeraient a 
partir d’intermediaires de la voie de I’acide shikimique, tandis que d’autres proviendraient 
d’une /3-oxydation de leurs homologues cinnamiques. Ainsi la biosynthese d’un grand 
nombre d’acides phtnoliques apparait IiCe a I’activite de la PAL; parmi les mecanismes 
possibles de regulation de cette chaine branchee, l’existence de deux formes isofonctionnelles 
de cette enzyme-clef peut constituer Pun des moyens les plus efficaces de controle de la 
biosynthese des composes aromatiques derivant de la phenylalanine. 

Dans cette optique, et d’aprbs les resultats de ce travail (Schema I), la PAL II pourrait 

” H. V. MARSH, E. A. HAVIR et K. R. HANSON, Biochem. 7, 1915 (1968). 
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plus particulierement intervenir dans la biosynthese des acides cinnamiques. En effet cette 
isoenzyme n’est inhibee que par les seuls acides phenoliques pourvus dune chaine laterale ii 
trois atomes de carbone. On peut de plus etablir, dans cette serie, une relation entre la 
structure de l’effecteur et l’importance de son action: le pouvoir inhibiteur augmente 
progressivement avec le nombre d’hydroxyles libres presents sur le noyau benztnique et 
l’acide cafeique constitue l’effecteur le plus actif. Ce resultat confirme les don&es de 
Minamikawa et Uritani’ 2 qui ont Bgalement constate l’inhibition selective de I’une des deux 
isoenzymes de la Patate deuce par les deux premiers termes hydroxyles de la serie; l’action 
de l’acide cafeique &ant, comme chez le Chsne, suptrieure a celle de l’acide p-coumarique. 
L’etude de l’action des autres acides cinnamiques, sur la PAL du ChCne, montre que la 
methylation conduit a une reduction (acide ferulique) ou meme a la suppression totale de 
l’effet allosterique (acide sinapique). 11 est d’ailleurs a noter qu’a l’inverse de tous les autres 
composes retenus dans cette etude, ce dernier acide n’a jamais pu etre mis en evidence dans 
les feuilles de Ch&ne.l* 

La PAL I presente un comportement tout a fait different et semblerait intervenir, 
preferentiellement, dans l’elaboration des acides benzoiques. L’action des composts en 
Cs-C1 sur cette isoenzyme apparalt pourtant moins homogene que celle de leurs homologues 
cinnamiques sur la PAL II, cette het&ogCntitC n’etant sans doute, que la consequence des 
origines metaboliques diverses des termes de la serie benzofque. 

11 est en effet particulierement interessant d’analyser les don&es de cette etude, a la 
lumiere des connaissances acquises dans notre laboratoire, sur les voies de synthese de ces 
acides chez Q. peduncuZuta2 3 (Schema I). 

AC. 3 DHS 

I 

AC. protocat&hique 

AC. gallique =_ 

AC. shikimique 

i 

CH =CH-COOH 

3 ac. benzoique I 

II‘ , _* ’ ac. p.coumarique - acphydrwybemoiq~ 

------_--_-_ 

CAzi,Ue- - - L i 
ac. f&ulique - ac.vanillique 

I 
0 

ac. sinapique - ac. syringique _:I 

SCHEMA I. BIOSYNTHESE DES ACIDES PHENOLIQUES CHEZ Quercus pedunculata23 ET ACTION DE CES 
ACLDES SUR LES DEUX ISOENZYMES DE LA PAL. (3) Activation, (+) r&roinhibition. 

23 G. MARIGO, Thkse SpkialitC, Physiol. Vkgttafe, Toulouse (1970). 
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L’acide protocatCch.ique dtpourvu de toute action et I’acide gallique, activateur de 
l’enzyme, se forment preferentiellement a partir de l’acide 3-DHS;24 leur biosynthese n’est 
done pas directement redevable de l’action de la PAL. L’action de l’acide gallique constitue 
le premier exemple d’activation de cette enzyme par un compose phenolique; cette stimu- 
lation pourrait permettre a la plante d’orienter le flux carbone de la voie de l’acide shilcimique 
vers les derives de l’acide cinnamique lorsque la quantite d’acide gallique present dans la 
cellule devient excessive. 11 faut ici rappeler la presence de ce compose en quantitt importante 
chez le Ch&e.l* 

L’acide p-hydroxybenzolque, form6 par ,%oxydation de l’acide p-coumarique chez 
certains vegetaux proviendrait en partie d’un intermediaire situ6 entre l’acide shikimique et 
la phenylalanine, ce resultat pouvant expliquer le peu d’action de ce compose mono- 
hydroxylt. 

En revanche, les inhibiteurs les plus efficaces de la PAL I (acides benzoi’que, vanillique et 
syringique) derivent probablement de leurs homologues cinnamiques, ce qui implique 
l’intervention de la PAL; l’acide cinnamique represente, dans ce cas, un terme commun aux 
deux voies metaboliques. Son action sur les deux formes isofonctionnelles de la PAL 
constitue sans doute le premier moyen pour la plante de reguler la biosynthese des composes 
phenoliques en C,-C, et en C&-C,. 

A l’inverse de l’action des acides cinnamiques sur la PAL II, le pouvoir inhibiteur des 
composts en Cs-C1 sur la PAL I est inversement proportionnel au nombre d’hydroxyles 
libres situ& sur le noyau benzenique. L’effet inhibiteur, toujours tleve pour le compose non 
substitue, s’attenue a la suite d’hydroxylations. La mtthylation de ces hydroxyles libres 
posstde la propriett de retablir l’effet inhibiteur. 

L’ensemble de ces rbultats, obtenus in vitro, constitue une premiere approche dans la 
connaissance des processus assurant la regulation de la biosynthese des composts aro- 
matiques. Cependant, de nombreux points restent a tclaircir pour apprecier l’efficacite 
physiologique de tels mecanismes. On pourrait envisager une localisation intracellulaire 
sptcifique des deux proteines enzymatiques comme cela a deja CtC signal6 pour d’autres 
isoenzymes vegetales,’ 9 ou encore l’existence de complexes enzymatiques du type PAL II- 
enzymes du metabolisme des acides cinnamiques. 

Par ailleurs, la presence des acides phtnoliques essentiellement a Petat combine dans les 
tissus vegetaux (esters, glucosides) pose le problbme de leur action regulatrice in vivo. 
L’effet inhibiteur des differents termes des series benzoi’que et cinnamique, sur l’activite de 
la PAL, joint a ces processus de detoxification permettrait a la plante de maintenir a un 
niveau tres bas son taux d’acides phenoliques libres, composes particulierement toxiques. 

Materiel V&g&al 
MATERIEL ET METHODES 

La recherche de I’enzyme Porte sur des feuilles de Q. pedunculata rkcoltkes dans, la region toulousaine, 
un mois environ apres le dtbourrement. Cks organes, lyophilises puis conserves a la temperature de -2O”, 
sont ensuite utilises pour la preparation des poudres acetoniques. 

Extraction et Purification de I’Enzyme 

Toutes les operations d’extractions et de purifications s’effectuent a des temperatures comprises entre 
0 et 4”. On homogeneise la poudre acetonique, a 3 reprises, dans du tampon phosphate de K 0,l M de 
pH 7,5, renfermant 1% de PEG et 0,s % d’isoascorbate de Na (13 ml de milieu d’extraction par g de poudre) 
et on d&a&e I’homogentisat obtenu par passage dun courant d’azote entre chaque broyage. On centrifuge 
ensuite 20 mn a 15.000 g et on purifie I’extrait enzymatique sur une colonne de Sephadex G 100 Bquilibrke 
dans du tampon Tris-HCl M/100 de pH 8 ; le developpement de la colonne &ant realise par ce meme tampon. 

24 G. MARIGO, G. ALIBERT et A. BOUDET, C. R. Acad. Sci., Paris 269, 1852 (1969). 
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On depose ensuite la solution enzymatique recueillie, sur une colonne de DEAE-cellulose, p&par&e dans 
du tampon Tris-HCl M/100 de pH 8. L’elution de l’enzyme s’effectue par un gradient lit&aim de concentra- 
tion saline obtenu a partir du dispositif d&it par Peterson et Sober. 2s Dans le flacon melangeur renfermant 
initialement 250 ml de tampon Tris-HCl M/100 de pH 8, on fait arriver progressivement un volume identique 
de ce meme tampon contenant du NaCl a la concentration de M/S. Le debit de la colorme est regle a un 
ml/mn. 

Dtftermination de l’dctivitb Enzymatique 

On determine l’activite de la PAL par dosage spectrophotometrique ou radiochimique de l’acide cin- 
namique apparu. 

Mkthode spectrophotomktrique. Le milieu reactionnel renferme 2 ml de la solution enzymatique, 66.rM 
de phenylalanine et 150 c;M de tampon Tris-HCl, M/100 de pH 8, pour un volume total de 3,5 ml. Aprks 
90 mn d’action a 40” on dose la quantite d’acide cimuunique apparu par mesure de l’absorption a 290 run. 

Mgthode radiochimique. On ajoute au milieu rktctionnel pm&dent 0,04 &i de phknylalanine U”% 
(CEA). Aprb 90 mn d’action on acidifie le milieu par HCl, on extrait l’acide cinnamique par l’ether ethylique 
et on determine sa radioactivitt par scintillation en milieu liquide. 

25 E. A. PETEMON et H. A. SOBER, Method. Enzymol. 5, 3 (1962). 


