=
s

INTRODUCGCAO

E’ bein conhecido o fato de que compostos fluorescen-
les podem promover, fotoquimicamente, aiteracoes de va-
rios tipos de moléculas. Limitar-nos-emos aqui i citacao de
apenas alguns exemplos, como o das modificacdes delermi-
nadas pela luz na molécula do acido indolil acético (AIA)
em presenca de eosina, modificacdes essas que levam a anu-
lacao total da atividade promotora de crescimento dessa
substancia (35). Como foi recentemente descoberto (17),
modificacdes analogas podem ser induzidas por riboflavina
(Rbf). ;

De nao mecenor inlerésse ¢ o caso da desiruicao do acido
ascorbico do leite, quando éste ¢ exposto a luz (39). Depois
que Hopkins (26) verificou que Rbf ¢ capaz de folo-sensi-
bilizar a destruicao de acido ascorbico “in vilro”, Hand, Gu-
thrie e Sharp (25) puderam demonstrar que a inativacao
no leite era devida & ocorréncia simultanea de Rbf.

1

O conhecimento de tais fatos nos levou a indagar se a
foto-destruicio do AIA nao seria determinada por outros,
compostos fluorescentes, de maneira nao especifica.

Numa publicacdo preliminar (13) apresentamos dados
que confirmam éste ponto de vista, evidenciando a foto-
destruigdo de AIA por pigmentos a4 base de fluoresceina e
pelo sulfato de quinina. Mais recentemente descobrimos
que esculina e o 2,3,5-trifenil tetrazol também catalisam

a mesma reacao (14).

Talvés convenha mencionar aqui, o fato de que ésses

" resultados permitiram "a Ferri e Guidolin (16) demonstrar
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(que a foto-inativacio de veneno botrdpico ¢é determinada,
também de maneira inespecifica, por varios composios fluo-
rescentes. I, ainda, que Fonseca Ribeiro e Cardoso (comu-
nicacao pessoal) puderam verificar que a supra citada foto
inativacao de acido ascorbico ¢ também igualmente catali-
sada por sulfato de¢ quinina.

De conhecimento geral ¢, também, o fato de que inu-
meros composios fluorescentes determinam sObre plantas e
animais varios efeitos que costumam ser denominados fo-
to-dinamicos. Sobre éste assunto existe vastissima litera-
{ura que ndo vamos aqui rever. Restringir-nos-emos a so-
menle alguns exemplos de ligacdc mais intima com o pro-
blema de que nos vamos ocupar. Assim, Metzner (31) veri-
ficou que raizes de aveia e outras plantas, tratadas com
1:506.000 de eritrosina, apresenlavam fototropismo positi-
vo; tais raizes sao, normalmente, a-fotolropicas. Blum e
Scott (2) encontraram o mesmo comportamenlo para rai-
zes de trigo. De outro lado, as observacdes de Boas ¢ Mer-
kenschlager (5) mostraram que raizes igualmente tratadas
perdiam a capacidade de reacao geolropica e Boas (4) ve-
rificou que o6rgaos normialmente folotrépicos como coleop-
tiles, apresentavam-se. a-fototropicos quando provinham de
scmentes submetidas a tratamento prévio com lais coran-
ies. Um estudo detalhado sébre o tempo de apresentacio
¢ de reacido de raizes tratadas foi feilo por Mildebrath (32)
que verificou uma diminuicao de sensibilidade em conse-
qiiéncia do tratamento.

Estes efeilos eram Vexpl.icados, geralmente, como resul-
tantes da oxidag¢do, pelo oxigénio. almosférico, de algum
constituinte celular, agindo o corante como foto-sensibili-
zador (2).

Embora seja universalmente aceito o fato de que auxi-
na desempenha papel de relévo em reacdes de crescimen-
to como o geo e o fotolro'piémo, e, embora tenha Boysen-Jen-
sen (7) mostrado que raizes tratadas com eritrosina difun-
dem menos auxina que as nido tratadas, ninguém se pronun-
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ciou, claramente, sObre a natureza dos fendémenos foto-di-
namicos mencionados. E’ verdade que Boysen-Jensen se
aproximou muito da solucao, mas dela depois se afasiou ao
admitir que o tratamento determina as reacdes observadas,
através de uma diminuicdo da velocidade de transporte do
hormonio. Muito mais afastada da realidade ficou Milde-
brath (32) que tentou explicar os fatos observados, através
de modificacoes da quantidade de amido estatolitico e da
velocidade de seu deslocamento.

Um ultimo trabalho, o de publicacdo mais recente, de-
ve ainda ser cilado neste conjunto. Trata-se da descoberla
{eita por Hamner ¢ col. (24) de que bela metil umbelifero-
na determina acentuada inibicdo de crescimenlo tanio de
plantas superiores, como de fungos. Os autores, apds as-
severarem que “Ultraviolet light acts to dwarf planis and
apparently interferes with either the manufacture or the
inmovement of natural growth hormones”, sugerem a hipote-
se de que umbecliferona poderia “absorb in the plant large
gquantities of ultraviolet light, thus interfering with the nor--
mal functioning of the growth hormones” (L. c. p. 135)%
‘Iranscrevemos textualmente as palavras dos aulores, para
comprovar, ae iorma indubitavel, que a possibilidade, em
1ossa opiniao a mals provavel, de que o composio agiria
catalisando a 1oto-destruicipo do hormonio no interior da
planta, nao foi tomada em consideracao.

O presente trabalho dedica especial atencao ao proble-
ma da foto-destruicdo de acido indolil acético por compos-
ws fluorescentes. O interesse que estudos neste campo’
apresentam para a Fisiologia vegetal provém do fato, de que
hoje nao mais se duvida, de que o acido indolil acélico é,
sendo o unico, o mais importante hormoénio de crescimento
das plantas em geral. A comprovacao bibliografica desta
afirmativa seria extremamente longa, e, por fugir ao inte-
resse imediato do presente estudo, deixa de ser feita. Va-
rios irabalhos ja foram publicados, recentemente, com éste
proposito e a éles referimos o leitor (6, 10, 11, 40).
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MATERIAIS E METODOS
Método bioldgico:

As experiéncias preliminares e as que implicam no usg
de substancias coradas foram feitas com o emprego de um
teste bioldgico descrito recentemente por Ferri e Camargo
(15). 8

Sementes de feijao, da variedade conhecida como “fej.-
jao taquara” (Phaseolus vulgaris L. var. sub—compmssus
Alef.) * eram semeadas em canteiro ao ar livre. Quando
as plantinhas tinham desenvolvido apenas as duas folhas pri-
marias, isto ¢, antes do crescimento da primeira folha noy-
mal, tri-foliolada, eram usadas. Tais plantas contavam (e
2 a 4 semanas de idade. Tesles preliminares mostraramn
que a idade da planta nao interferia, qualitativamente, com
a resposta, mas modificava-a quantitativamente. Por isso,
quando se tratava de obter dados para comparacao, somen-
te plantas da mesma idade eram utilizadas.

Uma vez selecionadas as plantas, seus caules eram cqp
tados, rente ao ponto de irnsergﬁo das folhas primarias e os
limbos e suas articulacdes (pulvini), igualmente removidos,
Obtinham-se, désie modo, pecas com o formato de Y (Fig.
1) cujos contornos podiam ser facilmente delineados ey pa-
pel.  Os angulos formados pelas faces internas dos peciolos

convergentes eram medidos nos desenhos, com um transfe-
ridor comum.

Trés a cinco pegas assim preparadas eram submersas
em agua ou nas solugdes a serem experimentadas. Foji cops.-
tatado que o emprego de maior nimero de pecas, em cada
caso, nao melhorava sensivelmente os resultados.

Os angulos eram medidos logo que as pecas eram pre--
paradas, antes da imersao. Novas medidas eram feitas (e-
pois, a diferentes intervalos. Quando o valor médig final

* A identificagdo desta planta foi feita por A. Burkart que nos comunicou have.
seguranca sdbmente quanto a espécie, em vista de serem muito afins todas as suas var’er
dades, b

R OOk Y I
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era maior que o inicial, a diferenca recebia sinal positivo;
no caso contrario a diferenca obtida recebia sinal negativo.

FIG. 1
Plantinha de feijdo de 2 semanas mostrando as folhas primérias (A); segmento cortado da
mesma, indicando a articulagio convergente dos peciolos no caule, determinando o an-
gulo a (B); posto em Agua o scgmento aumenta o dngulo para o valor b (C); em solugio
F \i..iP". de ATA o angulo a diminue para o valor b (D).

Em cada caso 40 a 50 cc de solucdo eram empregados,
em placas de Petri. As solucdes eram preparadas na hora,
por dilui¢bées convenienies de solugoes concentradas man-

tidas em geladeira.

Tratando-se de um método novo, nao conirolado por

outros aulores, achamos indicado realizar uma séric de ex-
periéncias com o fim de evidenciar a correcao de sua apli-
:abilidade em determinacdes de hormonios de crescimento.
Tais experiéncias procuravam, de oulro lado, juntar infor-
macdes que permitissem elucidar um pouco o mecanismo
das respostas observadas. Afim de nao perturbar o anda-
mento do assunto central do presente trabalho, decidimos
simplesmente aqui enumerar as conclusées essenciais que
essas experiéneias possibilitaram. 1. — Em agua os angu-
fos acima mencionados sempre aumentam (Fig. 1, C). 2.° —
Em presenca de AIA ésses angulos sempre descrescem (I'ig.
1, D). 3.° — Este efeito determinado por AIA ¢ especifico
para hormonios de crescimento, nao se tratando nem de
uma resposta a alteracdes osmolicas, nem a variacdes de
pH. 4.° — As reac¢Ges podem ser observadas dentro de meia

N\
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hora ou Imesmo nuni tempo menor. 5.0

b,

— Alieracgdes de
ijuminacio n&o medificam, gualiiativamente, as respostas,

mas introduzem alicracdes quantilativas consideraveis.
Método coloriméirico:

Determinacoes quantitativas rigorosas de AJA, quando
nas solucoes que 0O coniinham nfo havia substancias cora-
das, foram feilas pela reagao de Salkowski.

Salkowski (34) verificou que AIA reage com FeCl.
em presenca de um acido mineral desenvolvendo uma
coloragao vermelha. Mitchell e Brunstetter (33) inves-
tigaram detalhadamente essa reaciao- e propuzeram uina
técnica para dosagens quantitativas de AJA. Mais tar-
de Tang e Bonner (36) introduziram certas modifica-
¢bes nessa técnica, estabelecendo as normas seguintes:
1— pipetar 2 cc de solu¢do aquosa de AIA num tubo de
ensaio contendo § cc de reagente préviamente prepara-
do; 2— apos 30 minutos i temperatura ambiente, deter-
minar a intensidade de coloracio. 0O reagenie é prepa-
rado adicionando-se 13 cc de uma solugao 0,5 M de FeCla
a 300 cc de H:SO. (péso especifico 1,84) e 500 ce de
agua destilada. Esie reagente ¢ estavel indefinidamen-
te. A coloragao desenvolvida ¢ linearmente proporcio-
nal ao conteudo de AIA na amostra, no intervalo de 5
a 100 h e

Em nossas experiéncias as normas estabelecidas por

‘Tang e Bonner (56) foram seguidas. As leituras das inten-
sidades de coloracao foram feilas num colorimetro foto-
clétrico Klett-Summerson, usando-se um filiro verde (K.S.
ne 54). O AIA existenle era calculado por referéncia a cor
desenvolvida por solucdes de AIA de concentracoes conhe-
cidas. '

Método fluoromélrico:

4

Determinacoes da intensidade de f{luorescéncia de so-
lucoes,de sulfato de quinina foram feitas num aparelho Lu-
metron 402 EF, adaptado com os filtros primarios e secun-
darios convenientes. As cubas empregadas eram de quartzo,
de 25 ce. O teor de sulfato de quinina em ‘qualquer amostra
era calculado em funcdo de seu grau de flucrescéncia, por
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referéncia a uma curva padrao cstabelecida previamente,
por meio de determinacées feitas com 'solucdes de concen-
tracdo conhecida (vide IFig.”b, pag. 27).

RESULTADOS EXPERIMENTAIS E SUA
INTERPRETACAO

Depois de desenhadas em papel para oblencao dos an-
gulos iniciais, as pecas preparadas como ja foi indicado, fo-
ram imersas nas varias solucées. Mantidas em luz difusa,
a4 temperatura ambiente, durante cinco horas, foram essas
1)e(;aé, entdo, oulra vez desenhadas. Medidos os novos an-
gulos, as diferencas médias em relacao aos valores iniciais
foraun calculadas e com os dados obiidos organizou-se ‘a
Tabela 1.

Verifica-se, sem dificuldade, que os segmentos de plan-
tas colocados em agua ampliaram seu angulo médio iniciai.
O mesmo sucedeu com as pecas colocadas em solucao de

TABELA 1

T
1

Foto-destruicao de AIA por Rbf. AIA 25 mg/L, Rbf 10 mg/I..
Duracao da cexperiéncia, 5 horas.

Z

Agua AlIA - Rbf °~ AIA 4+ Rbf
Angulos
iniciais 69,5 76,0 71.3 76,3
Angulos
finais 86,3 70,5 98,3 87,8
Diferengas + 16,8 —5,5 -+ 27,0 + 11,5

Ibf. De ouiro lado, as colocadas em solucao de AIA mos-
iraram uma diminuicdo do angulo médio inicial. Esle efei-
lo, que, como ja foi anteriormente mencionado, ¢ especifi-
co para substancias com alividade promotora de crescimen-
to, foi perfeitamente bloqueado pela adicao de Rbf a solu-
cao contendo AIA.
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Como o presente resultado parecesse confirmar a ob-
scrvacdao de Galston (17), de que Rbf destroi AIA em pre-
senca de luz, tornou-se de interesse, agora, ampliar esta ex-
periéncia, afim de se verificar, se, com éste novo método,
seria possivel .demonstrar também, que Rbf nfo interferia
com a atividade de AIA no escuro. Os resultados da Tahe
la 2 mostram que de fato ésse é o caso.

TABELA 2

Foto-destruicio de AIA por Rbf. AIA 25 mg/L, Rbf 10 mg/L
Durag¢do da experiéncia, 6 horas.

L u Z ESCURO
AlA AIA + Rbt AIA AfA 4 Rbf
Angulos
iniciais 83.3 71,5 73,3 76,8
Angulos
finais 70,6 87,0 64,6 64,0
Diferencas — 12,7 + 15,5 — 8,7 — 12,8

A terceira experiéncia teve por fim verificar, com ¢
novo método, a observacao de Skoog (35), isto é, que AIA ¢
foto-inativado por eosina. A moniagem da experiéncia sc-
guiu os mesmos moldes "das experiéncias anleriores. Os
valores finais foram anotados ja duas horas apos o inicic
da experiéncia. Os resultados glabais figuram na Tabela 3.

Pode-se ver, facilmente, que enquanto que as pecas em
Agua aumentaram o angulo médio entre os peciolos, as co-
locadas em soluciao de AIA diminuiram ésse angulo, lanto
na luz como no escuro. A adi¢cdo de eosina 4 agua nao al-
lerou o comportamento das pecas. Adicionada a AIA, no
escuro, eosina também nao teve efeilo e as pecas decresce-
ram seu angulo inicial como se AIA estivesse sozinho. Quan—
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do. no entanto, eosina foi adicionada a AIA na luz, o mo-
vimento dos peciolos foi completamente revertido. As pe-

¢as se comportarain como se estivessem emn agua pura.

TABELA 3

Foto-destruicio de ATA por Eosina. ATA 50 mg/l, Fosina 10 mg/L.,
Duracao da experiéncia, 2 horas.

L u Z ESCURO

Agua AlA  AguatEosina AlA+FEosina | AIA  AlA+FEosina

Angulos

iniciais 93,1 87,8 92,8 104.,0 96,6 84,6

Angulos

finais 144.,6 61,5 136,3 154,6 74,1 66'5.
Dife- . 515 _263  + 435 + 506 25 181
rengas + b ' ! ! o .

Esta experiéncia foi agora repetida, substituindo-se ape-
nas cosina por fluoresceina. Como se depreende das indi-
cagdes da Tabela 4 que dispensa maiores comentarios, os
resultados foram, qualitativamente, os mesmos que os oh-
tidos com eosina e Rbf.

Como ccsina e fluoresceina promoviam a mesma foto-
inativa¢do de AIA que Rbf com a qual nao téem parentesco
quimico, parecia que esta capacidade de catalisar a foto-
inativacao de AIA nio estivesse ligada a um caracteristico
uimico, mas siin a qualquer propriedade fisica comum a
essas substancias. Em virtude do fato de que a fluorescén-
cia era a caracteristica inais evidente a ligar estas subslan-
cias, resolvemos testar outros compostos fluorescentes, afim
de verificar se possuiam ou nao a propriedade, em comun
com o0s compostos antes experimentados, de determinarcm
a fotoinativacao de AIA.
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O primeiro composto experimentado foi o sulfaio de
quinina. Esla substincia ¢ incolor mas absorve certos com-
TABELA 4

Foto-destrui¢ao de AlA por TFluoresceina. ATA 50 mg/L,
Fluer. 10 mg/i.. Dura¢dao da experiéncia, 7 boras.

. L u Z ESCURO
Agua AlA AIA+Fluor. AIA  AlA+Fluor.
Angulos
iniciais 97,5 100,6 97,1 94,0 97,1
Angulos o
finais 131,8 70,8 107.3 40,1 52,5
Diferengas -+ 34,3 — 29,8 + 10,2 . — 53,9 — 44,6

primentos de onda da luz ultra-violeta e fluoresce com unia
cor visivel. A Tabela 5 reune os Tresultados dessa pri-
meira experiéncia. Verifica-se imediatamente que o sulfa-

TABELA 5

IFoto-destruicao de ATA per Sulfato de Quinina. AIA 25 mg/L, Sulf.
Quin. 100 mg/L. Duracao da experiéncia, 3 horas.

L u A . ESCURO
Agua Agua+Quin. , AIA AIA+Quin. | AIA+Quin.
Angulos . .
iniciais 83,0 833 7773 91,3 110,6
Angulos : .
finais 127.3 126,3 68,3 119,3 763
" Diferengas 4 44,3 + 43,0 —9,0 + 28,0 — 343

to de quinina agiu de maneira analoga aos compostos an-
teriormente citados.
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Esta descoberta, além de constituir uma observacao
inteiramente nova, possibilitou o emprego de uma léenics
mais rigorosa na oblencdo de valores quantitativos.

Sendo incolor, o sulfato de quinina nio deveria inler-
ferir com a cor que se desenvolve na reacio de Salkowski
para determinacoes de AIA, a menos ue quinina desenvol-
vesse também uma cor qualquer em presenca do reagente.
Foi constatado que isto nfao acontece.

Numa experiéncia preliminar, solucdes contendo 12,5
mg/L de AIA .foram mantidas no escuro ou a luz, com e
sem 12,5 mg/L de suifato de quinina. Ao fim de 1 hora,
2 cc de solugao, em cada caso, foram adicionados a 8 cc de
reagente Salkowski. Depois de 30 minutos, para completo
desenvolvimmento da cor, foram feitas as leituras colorimé-
Iricas, nas condi¢des indicadas na descricao dos métodos.
As leituras foram feitas conilra branco sem ou com sulfato
de quinina (2 cc de agua ou de solu¢do de sulfato de quini-
na + 8 cc de reagente), conforme fosse indicado. Leituras
feitas com solucdes de AIA de conceniracdo conhecida for-
neceram os elementos para calculo do teor de AIA nas -va-
rias amosiras da experiéncia. Os dados da Tabela 6 re-
presentam o resultado desta experiéncia.

TABELA 6

FFolo-destrui¢io de ATA por Sulfato de Quinina. Exposi¢ao a luz
solar, 1 hora. AIA inicial, em todas as provas, 12,5 mg/L.

o

Sulf. Quin. . . R
adicionade Condicoes Lelturzziicgzionme AlA ci;jtrmdo .
mg/L
0 Luz 97 1,03
0 Escuro 98 0
12,5 Luz 2 97,96
12,5 Escuro 98 0

Pode-se ver que a adicao de sulfato de quinina promo-
veu o desaparccimento de 98% do AIA inicial da solucdo ex-
posta a luz. Todo o ATA foi recuperado da solucao em que
se adicionou sulfato de quinina no escuro e, também, das
solugdes, quer mantidas & luz, quer no escuro, na auséncia
de sulfato de quinina.

* Quando a cor desenvolvida obdece a lei de Beer, como & o caso na presente rea-

Gao, as leituras no colorimetro foto-elétrico Klett-Summerson sio diretamente proporcio-
nais as concentragdes.
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Os dados indicam que a luz solar com que a solugao foi
irradiada, por si sé é incapaz de destruir AIA, nas condicgdes
¢ no tempo de duraciio da experiéncia. Indicam ainda que

a deslruicao de AIA nio ¢ uma reacio quimica direta (uma
vez que a adicao de sulfato de quinina no escuro ¢ inefi-

- ciente) mas sim foto-quimica e exige a presenca de um fo-

to-sensibilizador. * WMesmo substancias incolores podem
funcionar como foto-sensibilizadores caso absorvam luz ul-
tra-violeta. O simples fato de uma substancia incolor fluo-
rescer a luz solar indica que ela esta absorvendo algum com-
primento de onda da parte ndo visivel do espectro. A par-
te da energia absorvida, que ndo for devolvida com a luz
vefletida pela substancia, pode ser empregada em oulros fe-
némenos que requeiram um suprimento exterior de energia.

Duas novas substincias fluorescentes, incolores, foram

- a seguir experimentadas, a esculina ¢ o 2,3,5-trifenil tetra-

zol.
"TABELA 7

I*‘oto-dcstn;igdg de AIA por Esculina e pelo 2,3,5-lrifenil tetrazol.
ATA inicial 25 mg/l.. Exposi¢cao a luz solar, 30 minutos.

Esculina 2,3,5-TT. Leituras AIA
mg/L . rﬁg/L Condicdo colqrimé- destoruido

tricas %

0 0 Luz 180 0

0 0 Escuro , -~ 180 0
10 0 Luz 109 29,45
10 o Escuro * 179 0.56
10 Luz 10 94.45
0 10 Escuro 178 1,12

Os dados da Tabela 7 resumem os resultados dessas
experiéncias e 'mostram”que ambos os compostos funcionam
de modo analogo ao sulfato de quinina. E’ verdade que es-
culina parece ser muito menos eficiente.

fucso d ﬁste foto~sensib}il‘:zador pode, alids, scr dispensado, desde que se¢ irradie a so-
G e AIA com comprimentos dc onda que éste composto possa absorver (Vide pag. 29).

*
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Tornou-se agora interessaiite procurar informacdes so-
bre as caracterislicas do processo de foto-destruicdo de AIA.
Talvés pudessem trazer alguns csclarecimenios sdbre o me-
canismo de tal processo.

Como sulfato de quinina é, dos composios fluorescen-.
tes estudados, um. dos mais eficientes no processo, apresen-
tando ainda as vantagens de ser incolor como esculina e o
2.3,5-trifenil tetrazol e de aquisicdo mais facil, as observa-
¢oes que se seguem foram feitas especialmente com ésse
composto.

Uma solucio mista de AIA (25 mg/lL.) ¢ sulfatc de qui-
nina (10 mg/1.) foi preparada e exposta 4 luz solar direla.
Uma aliquotia foi removida 1o momento da mistura ¢ man-
tida no escuro para servir de conirbéle. Cada 10 minutos, a
partir do instante em que se fez a mistura, 2 cc da solugdo
exposta & luz eram retirados e analisados colorimetricanmen-
te afim de se determinar ¢ teor de AIA presente. A expe-
riéncia durou 70 minulos. O contrdle, mantido no escuro,
permitiu recuperacio lotal, ao fim da experiéncia, do ‘AlA

TABELA 8 L

Influéneia do temipo sobre o curso da folo-destruicdo de ATA por
Sulfato de Quinina. AIA 25 mg/L, Sulf. Quin. 10 mg/L.. Duragiao da
experiéncia, 70 minutos.

Tempo em Leituras AIA destruido
minutos colorimétricas %

0 160 0

10 94 4125

20 . 63 60,63 .

30 [ 77,50

40 19 88,13 .

50 10 93,75

60 5 96,88

70 5 96,88
Contréle mantido no escuro:

70 161 0

inicial. Os dados da Tabela 8 representam os valores obti-
dos. A Fig. 2, construida com ésses valores, nos da uma
idéia da grande velocidade da reac@o: cérca de 40% do AIA
inicial é destruido nos primeirces 10 minutos de iluminacao,
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quasi 80% em meia hora, estando a reacdo praticamente ter-
minada em 1 hora.

100

°0 I~

80 |-

701

60 -

sof-

40

30

AlA FOTO - INATIVADO (%)

20

1 1 1 1 1 1
(o] 10 " 20 30 40 S0 60" Y0
TEMPO EM.MINUTOS

FIG. 2

Curva do tempo de foto-destruikio de AIA (25 mg/L)
por Sulfato de Quinina (10 mg/L).

A experiéncia seguinte procurou estabelecer a influén—‘
cia da concentraciao do foto-sensibilizador no andamento do
processo. Solucgées contendo 25 mg/L de AIA e concentra-
¢oes de sulfato de quinina variando entre 0 e 100 mg/L, fo-
ram expostas a4 luz. Ao fim de meia hora foram tiradas
amostras de cada destas solucoes e o AIA residual determi-
nado nas mesmas. Os dados obtidos figuram na Tabela 9.
Com ésses dados construiu-se a Fig. 3 que mostra haver uma
proporcionalidade linear enire a razdo da reacdo e o loga-
ritmo da concentracao, até o ponto em que esta deixa de
ser o fator limitante. Esta observacao concorda perfeita-
mente com a de Galston (17) para Rbf. Bste autor verifi-
cou que, com relacdo ao AIA, a reaclo sera estrilamente de
primeira 6rdem, somente em presenca de excesso de Rbf.

Para explicar o mecanismo da foto-inativacdo de AIA
catalisada por Rbf, Galston, depois de demonstrar que o
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processo é quasi totalmente inibido em condicées anaero-
bicas, admitiu que a Rbf ativada pela luz funcionaria como
um (ransportador de hidrogénio entre AIA e oxigénio.

TABELA 9

Influéncia da conct:ntragéo de Sulfato de Quinina sdébre a folo-des-
truicdo de AIA. AIA 25 mg/L. Duracao da experiéncia, 30 minutos.

Sulf., Quinina Leituras AJA destruido
mg/L colorimétricas Y%
0 182 0
0,1 156 14,29
1,0 63 65,39
10,0 12 93,41
100,0 12 93,41

Contréle: AIA 25mg/L, sem sulfato de quinina, mantido no escuro
durante os 30 minutos da experiéncia:

\] 183 0

Afim de demonstirar que realmente ha um transporte
de hidrogénio, da molécula de AIA para a de wn aceptor,
demonstracao essa que nao foi feita por Galston, adiciona-
mos a mistura de 1‘eag56 al-

8 gumas gotas de uma solucao
g oo de azul de metileno. A Tabela
§ sof 10 reune dados de experién-
g ol cias preliminares que mos-
T tram haver, em poucos minu-
e o} tos, desaparecimento da cor
2 azul, fato ésse que deve ser
< r ° explicado pela passagem. do
< ettt | corante a leuco-forma, redu-
mg/L SULFATO DE QUININO zida. Os dados da tabela ain-
FIG. 3 da mosiram que, mesmo sem

Efeito da concentragdo de Sulfato de Qui- . e

nina sdbre a razio de foto-destruicdo de bulfato de q_llllllna, AIA (:3_111

AIA (25 L). D cao d ao, 30 =
(25 me/ )minu‘:;:.mo 8 reaese presenca de luz deve li-

bertar hidrogénio, reduzindo o azul de metileno. * A'adi-
¢ao de sulfato de quinina apenas acelera essa reacio. Um’

* £ bem possivel que o préprio azul de metileno, absorvendo certos comprimentos

de onda ca luz visivel, funcione coma fote-sensibilizador, catalisando a libertagdo de hi-
drogénio. )
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contrdle contendo sulfato de quinina e azul de metileno mos-
tra que sem AIA o azul de metileno nao ¢ descorado durante

a exposicao a luz. .

_ TABELA 10

Libertacao de hidrogénio durante a foto-destruicao de AIA por Sul-
fato de Quinina. Descoramento de Azul de Metileno. Em cada prova
1 cc sol. azul metil. 0,0025¢ adicionado.

Sulfato de Quinina Tempo de

ATA

400 mg/L 100 mg/L descoramento
0 cc 3 cc nao descora
0 3 b
3 0 6,0 minutos
3 0 6,5
3 3 - 45
3 3 : 4,5

Algumas experiéncias adicionais indicarany que com ou-
tras substancias fluorescentes deve sempre haver o mesmo
transporte de hidrogénio. Assim o 2,3,5-trifenil tetrazol
se comportou de maneira analoga ao sulfato de quinina.
Com Rbf a solucdo inicial que tem cér verde passa, pela ex-
posicao a luz, primeiro 4 cOr amarela (pelo desaparecimen-
to da componente azul) e depois fica incolor gracas as alte-
racgdes que a luz normalmente provoca na molécula de Rbf.

Mais alguimas experiéncias, cujos dados figuram na Ta-
bela 11, foram realizadas com o fim de procurar informa-
¢oes sobre a influéncia da concentraciao dos substratos ati-
vos na reac¢do. Essas experiéncias parecem, no conjunto,
nado deixar davidas quanto ao fato de que o aumento da con-
centracao de AIA diminui o tempo de descoramento do azul
de metileno, enquanto que o aumento da concentracao de
sulfato de quinina torna ésse tempo maior. Isso parece in-
dicar que realmente é AIA a fonte de hidrogénio e que sul-
fato de quinina funciona como aceptor, competindo com o
azul de metileno, quando ambos estdo presentes.
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TABELA 11
Libertacao de hidrogénio durante a foto-destruicao de AIA por Sulfa-
to de Quinina . Influéncia das concentracdoes de AIA e Sulf. Quin.
sObre o tempo de descoramento de Azul de Metileno. Em cada prova
1ce. sol. azul metil. 0,0025¢;, adicionado.

AIA Sulf. Quinina Tempo de
mg/L mg/L descoramento
400 200 3 mins. O segs.
400 200 2 30
400 200 2 30
TEMPO MEDIO: 2 40
400 100 2 20
400 100 2 50
400 100 2 30
TEMPO MEDIO: 2 33 '-,t
200 100 3 30
200 100 0
TEMPO MEDIO: 3 15
Maximo descoramento
100 100 entre 10 e 15 minutos.
100 100 Nunca descorou total-
. ante. e
TEMPO MEDIO: > 10 mins.
50 100 Maximo descoramento
depois de 15 muinutos.
50 100 Nunca descorou com-
50 100 pletamente.

TEMPO MEDIO:

> 15 mins.
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Uma vez demonstrado, da maneira acima exposta, que
o AJIA ¢ foto-oxidado quando em presenca de compostos fluo-
rescentes, comprovando-se assim a experiéncia de Skoog (35)
com eosina e a de Galston (17) com Rbf, planejamos uma
experiéncia com o propdosito de verificar o papel desempe-
nhado pelo oxigénio na reacdo, quando esta ¢ catalisada por
sulfato de quinina. Uma solucdo mista de AIA (25 mg/L)
¢ sulfato de quinina (10 mg/L) foi dividida em trés fracoes.
Uma destas foi guardada no escuro e as duas oulras foram
expostas a4 luz. Numa destas ultimas foi feito um borbulha-
mento continuo de oxigénio contido num baldo, enquanto
que a outra foi simplesmente mantida ao ar. Depois de 30
minutos as amostras analisadas revelaram os teores de AIA
indicados na Tabela 12.

TABELA 12 -

Influéncia de Oxigénio na foto-(leslrui(;ﬁ(; (lve ATA por Sulfato de
Quinina. ATA 25 mg/L, Sulf. Quin. 10 mg/L. Tempo de exposi¢ido a
luz, 30 minutos.

A Leituras ATA destruido
CondigGes colorimétricas ) Yo
Ar-Escuro 179 0
Ar-Luz 7 96,09
O:-Luz 110 38,55

Como se vé, o resultado- obtido foi absolutamente ines-
perado. O enriquecimento da solucdo em oxigénio deter-
minou uma queda da porcentagem de foto-destruicao de AIA,
de 95 para 40 aproximadémente.

Para controlar éste resultado surpreendente, realizamos
experiéncias operando no sentido oposto, isto é, procurando
empobrecer de oxigénio o meio. Uma solu¢io mista ana-
loga a da experiéncia anterior foi igualmente dividida em
trés fracoes. Uma, para servir de contrdle foi mantida no
escuro. A segunda fracdo foi exposta a luz, ao ar, e a ter-
ceira, igualmentle cxpps_ta a luz, sofreu um continuo borbu-
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lhamento de nitrogénio suprido por um baldo. A analise
colorimétrica das amostras tomadas dessas solucdes, ao fim
de 40 minutos, permitiu a conslru¢ao da Tabela 13.

TABELA 13

Influéncia de Oxigénio na foto-destruicio de AIA por Sulfato de
Quinina. AIA 25 mg/L Sulf. Quin. 10 mg/L. Tempo de exposn(;ao Q
luz, 40 minutos.

Condigdes Lqitu'ra§ AIA destruido
colorimétricas %%
Ar-Escuro 175 : 0
Ar-Luz 74 57,72
N.-Luz 24 86,29

Houve, como se vé, plena confirmacio do resultado an-
terior.

Apesar de termos tido a cautela de fazer o nitrogénio
passar por dois frascos lavadores contendo solucio de piro-
galol alcalino, para retencdo de qualquer resto de oxigénio
(que por ventura houvesse de mistura com o nitrogénio, no
balao, resolvemos fazer mais um contrdle déstes resultados.
Para a experiéncia seguinte usamos recipienles especiais
(Fig. 4) consistindo de um pequeno Erlenmeyer em cujo in-
terior se encontrava soldada, ao fundo, uma cuba menor,
fambém de vidro, cilindrica. A solucao de AIA era posta
na cuba interna, a de sulfato de quinina na parte externa.
() frasco era fechado com rolha esmerilhada, munida de
uma torneira e de um tubo ao qual se podia adaptar uma
homba de vacuo. Depois de obtido o melhor vacuo possi-
vel (1 mm) a torneira era fechada, o frasco desligado da
homba e a mistura das solucoes feita por inclinagao conve-
niente do frasco. No momento em que se fazia a mistura,
cxpunha-se o sistema a luz direta. Preparavam-se, simulta-
neamente, misturas de AIA e sulfato de quinina para trata-
mento com oxigénio, para exposicdo ao ar e para manuten-
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¢do, ltambém ao ar, no escuro. Os resultados de uma expe-
riéncia assim montada, de 15 minutos de duracao, figuram
na Tabela 14, enquanto que a Tabela 15 apresenta um resu-
.mo de varias experiéncias realizadas s6bre éste ponlo.

Apesar da grande variacdo dos
resultados, parece nao haver du-
vida quanto ao fato de que, real-
mente, o enriquecimento do meio
com oxigénio ¢ prejudicial a vea-
cao. Esta é, de faio, sensivelmen-
te melhorada pelo afastamento
parcial do oxigénio presente, de-
vido ao borbulhamento de nitro-
génio na solucao. Os resultados
menos coerentes siao os obtidos
com o vacuo, o que nao ¢ dificil
de se compreender, em vista do
fato de que numa experiéncia po-
de-se ter conseguido manter um
bom vacuo durante todo o tem-
po. enquanto que ‘em ouira, ésse
racuo pode nao se ler mantido
tao bem, no frasco, apos sua se-
paracao da bomba.

4

Frasco usado pa:\IG,;mr separa- A tabela acima contém duas
s as solucdes epduanto e 't colunas auxiliares, uma indican-
DaGR0 pLoTpnicnte @ Solusie .P%®  do a hora em que a experiéncia
turada com a solucdo gxiema, depols - £5i executada, a oulra dando a

" duracao da mesma. Pareceu-nos
conveniente incluir ¢stes dados, porque, sem duvida, a quan-
tidade e a qualidade dos raios ultra-violeta que atingem a
mistura de reacdo exposta a luz serdo dos fatores (ue mais
contribuem para as oscilacées dos valores obtidos. Em dias
sucessivos ¢ também em ‘horas diferentes do mesmo dia,
oscilacées consideraveis, qualitativas e quantitativas, de-
vem se verificar, com relacio as radiacoes ultra-violeta con-
tidas na luz solar.
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Em vista dos resultados surpreendentes obtidos e acima
cnumerados, resultados ésses em flagrante desacordo com

TABELA 14

Influéncia de Oxigénio na fofo—destrllicﬁo de ATA por Sulfato de
Quinina. ATA 25 mg/L, Quin. 10 mg/L. Tempo de exposi¢io 4 luz, 15

minutos. .
Co Leituras ATA destruido
Condredes colorimétricas Yo ‘
Ar-Escuro 162 0
Ar-Luz 80 50,62
OzLuz 139 14,20
Vacuo-l.nz 44 70,38

os obtidos por Galston para a foto-inativacdao de AIA indu-
zida por Rbf, resolvemos repetir, com esta substancia, algu-
mas das experiéncias descritas.

TABELA 15

Influf:ncia de Oxigénio na folo-destruicao de AIA por Sulfato b",(lc
Quinina. AJA 25 mg/L, Sulf. Quin. 10 mg/L. Resumo de varias ex-
periéncias. Os valores indicados representam ¢, do AIA inicial.

Hora do Tempo de

dia exposicio Nitrogénio Viacuo Ar Oxigénio
10 30 86.3 — 57,7 —_
10 30 84,1 — 51,6 —
10 40 — 91,7 96.1 386
10 15 — 70,4 50,6 14,2
10 15 — 89,7 89,7 35,1
15 20 —_ 30,0 357 10,2
15 30 -— 57.4 46,8 13,5

Como se pode constatar pela Tabela 16, os resultados
que conseguimos com Rbf, confirmam os de Galston. O bor-
bulhamento de oxigénio na mistura de reacao nao prejudi-
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ca o andamento desta. ~ O fato de também nio ‘aumentar a
velocidade da reacao, talvés deva ser explicado "admitindo-
se que a quantidade de oxigénio normalmente.existente no
ar ja é tdo grande que ésse fator ndo pode ser limitante.

TABELA 16

Influéncia de Oxigénio na foto-destruig¢io de AIA por Rbf.
AIA 25 mg/L, Rbf 10 mg/L. Tempo de exposi¢io a luz, 25 minutos.

~

Lo Leituras ATIA destruido
Condigoces e
colorimétricas Go
Ar-Escuro 175 0
Ar-Luz 23 86,80
02-Luz 22 87,43

Em face désses resultados devemos admitir que a foto-
destruicdo de AIA nao ¢ exalamente o mesmo processo,
quando calalisada por substancias diferentes. Trata-se, nc
caso da catalise por sulfato de quinina, como pela Rbf, dc
fendOmenos de oxidacao. Mas, enquanto que no ultimo caso
parece haver, finalmente, uma transferéncia de hidrogénio
recebido do AIA pela Rbf, para o oxigénio atmosférico, no
caso da catalise por sulfato de quinina deve faltar éste ul-
timo passo.

Que o oxigénio nao tome parte numa reacdo de oxida-
cdo compreende-se sem dificuldade. Mas que éle prejudique
essa reacao, isso constitui um problema inteiramente novo
que agora procuramos compreender.

A primeira possibilidade que nos ocorreu foi a de que
o oxigénio pudesse agir como inibidor da fluorescéncia do
sulfato de quinina. Para controlar isso executamos a se-
guinte experiéncia. Preparamos uma solucio de quinina
basica, em acido sulfurico 0,IN, com a . concentracdo de
10 mg/L.. Ao grau de fluorescéncia desta solucdo, medido
num aparelho Lumelron convenientemente equipado, deu-
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se o valor 100. Em seguida, trés aliquotas desta solucéo fo-
ram tomadas. Numa se fez borbulhamente de oxigénio, na
outra borbulhou-se nitrogénio, enquanto que a terceira foi
simplesmente deixada ao ar. Depois de 30 minutos o grau
de fluorescéncia destas solucdes foi medido e comparado
com o padrao. Os resultados foram, respectivamente, 99,5,
100 e 100, indicande que a fluorescéncia da quinina nao foi,
em absoluto, alterada pelos diversos tratamentos.

A segunda possibilidade que nos ocorreu para tentar
explicar o decréscimo causado pelo oxigénio, da foto-des-
truicdo de AIA por sulfato de quinina, foi a de que talvés
houvesse formacdo de um composto qualquer enire oxigé-
nio e quinina, a qual ficaria, em conseqiiéncia, impedida de
funcionar como aceptor de hidrogénio. A ser islo verdade,
o borbulhamento precoce de oxigénio na solugio de sulfa-
to de quinina, isto ¢, antes da mistura com AIA para expo-
sicdo 4 luz, deveria ser tao prejudicial ao andamento da rea-
¢do, quanto o borbulhamento feito na mistura, durante a-
exposicao.

Para conlrolar essa possibilidade a seguinte expe‘rién—
cia foi realizada. Uma solucao de sulfato de quinina foi,
preparada e dividida em duas fracoes. Uma foi deixada
num frasco lavador aberto, ao ar. A outra, posta também
num lavador, sofreu, durante 3 horas, borbulhamento de
oxigénio. Em seguida os dois frascos foram deixados aber-
tos, ao ar, lado a lado. Vinte e quatro horas apds, wuma so-
lucdo de AIA foi preparada e adicionada a cada das solugdes
de quinina, nas quantidades necessarias para que, no final,
ambas as solucdes contivessem AIA e sulfato de (uinina, nas
concentragoes de 25 ¢ 10 mg/L, respectivamente. O mesmo
se fez, simultaneamente, com uma solucao de Rbf. Depois
de feita a 'mistura, as solucdes foram expostas & luz durante
30 minutos. Ao fim déste prazo procedeu-se a analise colo-
rimétrica. Os resultados que figuram na Tabela 17 indicam
que no caso da catalise por Rbf, a oxigenacao antes da mis-
tura nao prejudica o andamento da reacdo, o que era espe-
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rado, em vista dos resultados anteriores. De outro lado, a
tabela mosira que uo caso de sulfato de quinina, a oxigena-

" ¢Ao anterior ¢ tdo prejudical quanto a feita durante a rea-

¢ao.

TABELA 17

~ Influéncia do borbulhamento de Oxigénio nas solugoes de Rbf e Sul-

fato de Quinina sdbre a capacidade de (oto-destruir ])osleuormen(e
ATA. ATA 25 mg/L, Rbf e Sulf. Quin. 10 mg/L. Tempo de exposicdo &
luz, 30 minutos.

. Leituras ATA destruido

Mistura de reagao .

colorimétricas Go
ATA-Escuro ' 164 0
Rbf-oxig.-Luz - 7 95,74
Rbf-ar-Luz 6 96,35
Sulf. quin.-oxig.-Luz 88 46,35
Sulf. quin.-ar-Luz 59 64,03

~

A Tabela 18 apresenta, em conjunto, os resultados de
trés experiéncias feitas de maneira analoga, apenas com va-
riacoes quanto ao tempo de duracao do borbulhamento, ou
quanto ao tempo de repouso enire o borbulhamento e a mis-

TABLELA 18

Influéncia do borbulhamento de Oxigénio nas soluc¢des de Rbf e Sul-

fato de Quinina sobre a capacidade de foto-destruir posteriormente

AIA. ATA 25 mg/L, Rbf ¢ Sulf. Quin. 10 mg/L. Resumo de 3 experién-
cias. Os valores indicados representam % do AIA inicial.

Mistura de reagéo AIA destruido %

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
Rbf-Ar 954 . 959 100,0
Rbf-Oxig. 95,9 979 100,0
Sulf. quin.-Ar 64,1 94,5 93,6
Sulf. quin.-Oxig. 46,4 . 79,9 74,2

tura com AIA, ou, finalmente, ao tempo de exposi¢ao a luz.

- Na tabela s6 aparecem os resultados finais, isto é, as por-

centagens de AIA inicial destruido em cada caso.
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Nao ha duvida, pois, quanto a existéncia de um efeito
prejudicial do oxigénio sobre a reacao em presenca de sul- -
fato de quinina. Embora seja arrojado afirmar categorica-
mente que se processe uma ligacdo de qualquer natureza
entre oxigénio atmosférico e quinina impedindo-a de fun-
cionar mais tarde como aceplor de hidrogénio, os resultados ™
obtidos parecem ao menos acenar a essa possibilidade. *

Outro ponto do problema, que resolvemos considerar,
{foi verificar se, durante a reacao haveria um consumo de
quinina. Indicaces nesse sentido foram buscadas com o
método fluorométrico. Preparou-se uma solucdo de quini-
na basica, de teor conhecido, em acido sulftrico O, 1 N, isen-
to de gases dissolvidos. Varias diluicoes dessa solucao fo--
ram feitas. As medidas do grau de fluorescéncia deram os
valores da Tabela 19, com os quais se construiu a curva pa-

TABELA 19

Fluorescéncia de Quinina em H.SO. 0,1 N.

1

QLE]TT Leituras fluorométricas
0,4 100,0
0,3 84,0 .
0,2 62,5 .
0,1 34,5 '
0,05 17,0

* Os valores aqui ind'cados referem-sc ao teor de quinina em amostras de 25 cc.

drao da Fig. 5. Pode-se verificar que a curva, na sua qua-
si totalidade, indica uma relacio linear enire grau de fluo-
rescéncia e

teor de quinina. Para completa

— e e

seguranca tra-
e — ‘————~:A»—wf,_=—-,

#. Que quinina pode ser oxidada nio hda davida. A literatura. menciona
a possibilidade de sua oxidagio com permanganato, a frio, com formacgido de
dcido férmico e também a formacdo de 6xidos de quinina em presencga de dgua
oxigenada (41, pag. 418).
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palhamos com concentracées de quinina que caiam na me-
tade inferior da curva.

100
w
<
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= 80
-
Sw
z
2
=S 60
2
—
w
3]
4 40
o
D
=
(VE)
-~ 20 4

v Al Y ™ ™
\] 0.05 0.1 0.2 0.3 04
mg QUININO
FIG. 5

Curva de fluorescéncia de quinina em H,SO,, 0,1 N. Em
abcissa teor de quinina em amostras de 25 cc.

Foi preparada uma solucdo (em acido sulfurico O, 1 N)
contendo 25 mg/L de AIA e 5 mg/L de quinina. Uma ali-
quota foi imediatamentle removida para o escuro. Outra foi
exposta as radiacoes ultra-violeta emitidas pela lampada
do proprio aparelho Lumetron, sem emprego de nenhum
filtro. A intervalos de alguns minutos, fazia-se a leitura da
fluorescéncia dessa solucdo, a partir do imomento da mis-
tura, antes da irradiacao, até cérca de 70 minutos apods o
inicio. Os dados obtidos figuram na Tabela 20. Com éles
foi construida a Fig. 6 onde se observa uma queda da fluo-
rescéncia, rapida a principio, mais lenta depois, alé cessar
quasi, ao fim de aproximadamente 1 hora de irradiacao.
A aliquota mantida no ‘escuro foi retirada ao fim de 52 mi-

nutos e sua fluorescéncia medida indicou um valor de 44,
praticamente idéntico ao inicial, 45. Essa amostra foi ago-
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ta deixada & luz difusa natural, do laboratério. Dez minu-
tos apos, nova leitura fluorométrica indicou um valor de
39, comparavel ao valor de 37,5 obtido para a solucéo irra-
diada com ullra-violeta durante 9 minutos.

TABELA 20

Queda da fluorescéncia de uma solugao contendo AIA 25 mg/L
e Sulfato de Quinina 5 mg/L, em virtude de irradiacao com luz ultra-
violeta. Duracao da experiéncia, cérca de 70 minutos.

Tempo de irradiagio Leituras fluoro- Equiv. de Quinina
em minutos métricas n.lg/L
0 45,0 5,000
3 42,0 4,666 .
6 39,5 4,388
9 37,5 4,166
13 35,0 3,888
19 33,5 3,722
22 32,5 3,611
25 31,5 3,500
28 29,5 3,277
31 29,0 3,222
34 28,0 3,111
37 27,0 3,000
40 26,5 2,944
43 25,5 2,833
46 25,0 2,777
49 . 24,0 2,666
52 24,5 2,722
58 24,0 2,666
64 23,5 2,611
67 23,0 2,565 -

Ao retirarmos a amostra do escuro, fizemos uma pro-
va qualitativa de AIA, com o reagente de Salkowski. De-
senvolveu-se intensa cOr rosa. A mesma prova feita com
a amostra irradiada nao desenvolveu praticamente coédr al-
guma. ,

Se compararmos a curva da queda de fluorescéncia da
mistura irradiada, com a curva de foto-destruicao de AIA -
{Fig. 2 pag. 15) verificaremos que elas praticamente se sobre- .
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poem em seu andamento. A diminuiciio da fluorescéncia é
muito rapida no inicio, como muito rapida também ¢é a des-
truicdo de AIA; ambos 0s processos assumem wm curso ca-
da vez mais lento ¢ apds 50 minutos de irradiacido, quando
[n‘élticamenle;todo o AIA foi destruido, o grau de fluores-
" eéncia da mistura fica constante e aimmbas as curvas assu-
& mem agora um lrajeto quasi horizontal.

/

LEITURAS FLUOROMETRICAS

T T Y T T T

0 10 20 30 40 S0 60 . 70
TEMPO EM MINUTOS
FIG. 6

Influéncia de tempo sdbre a fluorescéncia de uma
solugio contendo AIA (25 mg|L) e Quinina (5 mg|L),
irradiada com luz ultra-violeta.

Se isso indica que durante a reacao ha realmente um
consumo de quinina, ndo podemos dizer. ‘E’ possivel que
isso se dé, mas ndo ¢ tambem impossivel que haja, durante
a reacao, formacgao de um composto qualquer que exerca
um efeito inibidor sébre a fluorescéncia de quinina.

Devemos agora voltar nossa atencdo para um ponto ja
mencionado em rodapé a pag. 13. Trata-se do fato de que pa-
ra foto-destruir AIA, a presenca de um foto-sensibilizador
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ndo ¢ indispensavel. Desde que se irradie a solucao de AIA
com luz conveniente, isto é, com comprimentos de onda que

o composto possa absorver, sua destruicao rapida podera
ter lugar.

Foram preparadas solucoes contendo 25 mg/L de AIA %
¢ contendo ou nao 10 mg/L de sulfato de quinina. Aliquo-
tas dessas solucoes foram mantidas no escuro, em luz solar
direta, ou irradiadas com a luz ullra-violeta emitida por

uma lampada “Mineralight”. A partir do momento da mis-

tura, cada 10 minutos, amosiras cram tiradas das varias

solucdes para determinacao de AIA. A experiéncia durou

90 minutos. Os dados obtidos permitiram a construcdo das

curvas da Fig. 7.

ALA 25 mg/L,cscuro (a), luz solar (o), luz ultra violeh (a);
AIA 25 mg/L+ Sulf. Quin.10mg/L, escuro (+), luz solar (+).
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FIG. 7

Curvas de foto-destruicio de AIA (25 mg/L) submetido aos varios tratamentos indi-
cados na figura.

Verifica-se imediatamente que o conteudo de ATIA per-
maneceu inalterado quando a solucdo foi mantida no escu-




) ¢anismo’ quLmlco da foto- matlva(;ao dé’ AIA’ catahsada pe-
los compostos fluorescentes, as observacoes ac1ma mendo—
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ro, com ou sem quinina, e, ainda? quando foi exposta a luz
solar, na auséncia de'quinina. En"quarito isso, a solucdo sem
quinina, irradiada com ultra-violeta, .decr ‘esceu consideravel-
mente o teor de AIA. Isso parece mdlcar que a, luz salar
‘com que a solucao £oi irradiada niao continha os comprimen-
1os de vopda que podiam ser absorvidos por AIA, motivo .pe-
lo-qual essa luz nao podia ser eficiente .na -destruicido do
composto. -A curva inferior da figura mostra- claramente
que -a adi¢do’ de quinina  torna ‘eficiente *essa’ mesma
{sso ‘porque’ quinina pode absorver certos de seus’ cor
nieritos'de onda. Vé-sc mesmo que, na presenga “do foto-

snblllzador a reacdo a luz solar é até’ multo mals 1ap1da que
luz ultra-violeta, sem sens1b1hzad0r.

No decurso déste trabalho pudemos verificar- que a.mis-
(ura de reacao (AIA-sulfato de. .quinina),-inicialmente:inco-
lor. e-sem cheiro, aos poucos, apés—‘exposig;éo a luz, ia‘se'tur-
vando ao mesmo tempo que adqulrla um chelro de fezes que
se tornava cada vez mals acentuado A” turvagao mdlca que

estava sendo’ formado um composto menoq soluvel Cm (ag é.
Esta substancm podla 'ser rem0v1da com eter que, evapo-

1ad0, delxava um I‘eSlduO pardo avermelhado. Se a solu—
(‘ao tornada tu1va (branco leltosa) pela ll‘l‘adlanO, c

n, asse multo tempo ‘ainda exposta a luz prempltava se. uma
stul)qsrtg_nrel:a‘parda e .ao mesmo, tempo. o cheiro de fezes:de-
saparecia quasi completamente.- . .o cte il

”‘Embora nao tivessem sido feitas experxencms SIStematl-
zadas com o fim de'identificar os produtos e conhecer ] me—

Ty )

_uadas parecem estar sugerlndo que, no curso da Iea(;ao, ha
11)1c1almente formag:ao de compostos como escatol €, lndol
(0 que. mdlcarla um-ataque a cadeia lateral da molecula; de

AlA. Flnalmente, os aneis livres.de indol, ou-se, romperiam,

;0u: seriam- condensados, de uma- ou. de outra- forma.orlgl-
-nando:-hovos:; produtos. . o oconb e e Gl
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DISCUSSAO

A descoberta de Skoog (35) de que eosina delermina a
foto-destruicio de AIA e a de Galston (17) de que a mes-
ma reacdo pode ser catalisada por Rbf, ja foram varias ve-
zes mencionadas. Nossas atuais experiéncias, realizadas, ao
menos em parte, com técnica diversa das empregadas por
ésses autores, confirmam os achados de ambos. De outro
lado, essas experiéncias permitiram, pela primeira vez, ve-
rificar que além das substincias mencionadas, sulfato de
quinina, esculina e o 2.3,5-trifenil telrazol sdo capazes de
exercer a mesma catalise. )

Como os compostos mencionados pertencem a diferen-
tes grupos quimicos, ndo parece razoavel procurar estabele-
cer qualquer correlac@o entre o efeito que determinam e um
de seus caracteristicos quimicos. Ha, porém, uma proprie-
dade fisica muito evidente, comum a todos ésses codhpos-
tos, a fluorescéncia. Nossos dados mostram, de maneira in-
dubitavel, que todas as substancias fluorescentes experimen-
tadas sdo ativas na foto-destruicdo de AIA. Esses dadosinio
permitem, porém, afirmar que haja uma relacdo de causa.
e efeito entre fluorescéncia e capacidade de catalisar a rea-
cdo estudada. E’ bem possivel que se trate de fendmenos-
coincidentes mas independentes. A mesma particularida-
de de organizacio molecular que garante a fluorescéncia,
conferiria 4 molécula, ao mesmo tempo, a capacidade de
catalisar alteracdes foto-quimicas de varios compostos.

De qualquer modo, o que nossas observacdes permitem:
é a conclusido de que a destruicdo foto-quimica de AIA é um
fenémeno catalisavel inespecificamente por varias subs-
{ancias.

Que se trata de uma reacdo foto-quimica capaz de se
desenrolar mesmo na auséncia de sensibilizadores, mostram
as experiéncias em que ha destruicio pronunciada do AIA
submetido & luz ultra-violeta. Essas observacdes permitem
concluir que o AIA sera foto-inativo sempre que for expos-
to a radiacGes que possa absorver, desde que estas possuam
um contetido energético adequado. A presenca do foto-sen-
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sibilizador ¢é exigida, apenas quando o AIA ¢ irradiado com
comprimentos de onda que éle ndao pode absorver.
Também nao ¢ obrigatério, como o demonstram nos-
sas- observacdes, que o foto-sensibilizador tenha uma cor
propria. Desde que éle possa absorver algum comprimen-

" to de onda da luz incidente, com quantidade de energia su-

ficiente, podera induzir a reacdo. E’ o caso de sulfato de
quiniha, de esculina e do 2,3,5-trifenil tetrazol que absor-
vem na regido do ultra-violeta e fluorescem com uma cor
visivel..

Essa primeira parte dos nossos trabalhos parece permi-
{ir a conclusio de que os intmeros efeitos foto-dinamicos
descritos pelos diversos autores ja citados (2, 3, 4, 5, 7, 24,
31, 32), devem ser interpretados a base de destruicao de au-
sxina (AIA) induzida pelo emprego de compostos fluores-
centes. Esta interpretacdo é, realmente, nova. Os autores
que mais se aproximaram da mesma foram Blum e Scott
(2) que afirmaram que o tratamento de raizes com eritrosina
promovia os conhecidos efeitos foto-dinamicos, gracas a oxi-
dacdo de um determinado constituinte celular. Nao foi, to-
davia, esclarecido qual seria ésse constituinte. E Boysen-
Jensen (7). embora livesse verificado que de 6rgaos de plan-
tas provenientes de sementes tratadas com eritrosina se di-
fundia menos auxina, ndo concluiu por uma destruicdo de
horménio ativada pelo {ratamento, mas sim por uma dimi-
nuicdo da velocidade de seu transporte. Ainda recentemen-
te, como também ja citamos, Hamner e col. (24) deixaram
de levar em conta, para explicarem os efeitos obtidos com o
lratamento de plantas por umbeliferona, a possibilidade do
composto induzir a foto-destruigﬁo dn hormonio, fixando
fuz ultra-violeta. '

Devemos lembrar que Galston (17), apés verificar que
Rbf induzia a foto-oxidacdo de AIA “in vitro” e sabendo,
por pesquisas anteriores (20), que segmentos de epicoétilos
de ervilha estiolada tinham o crescimento inibido por Rbf
em presenca de luz mas nao no escuro, compreendeu que tal
reacao poderia ter um significado fisioldgico em fendmenos
de crescimento foto-induzidos. E, para demonstrar essa pos-
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sibilidade, Galston ¢ Baker (21) realizaram um estudo deta-
lhado que ofercceu as seguintes informacoes essenciais: 1 —
Rbhf delermina a foto-inativacao de AIA; 2 — 0 suco con-
centrado de tecidos (epicédlilos de ervilha estiolada) contém
algo capaz de determinar a foto-inativacdo de AIA; em vis-
ta do fato de que os varios comprimentos de onda dgem de .
maneira andloga na folo-inativacao de AIA, quer seja esta
induzida pelo suco. quer pela Rbf, Rbf deve ser o compo-
nente do suco responsavel pela sua capacidade de induzir
a decomposicao de AIA; 3 — em Orgaos fototrdpicos (co-
leoptiles de Avcia) ha Rbf e auxina; esta auxina, difundida
para bloquinhos de agar, pode ai ser destruida rapidamen-
te pela luz, apos adicdo de Rbf; 4 — a acao dos varios com-
primentos de onda sObre o fototropismo (de coleoptiles de.
Aveia) seguc uma curva que se sobrepde ao cspectro de ab-
sor¢ao de Rbf e a curva de acao dos varios comprimentos
de onda na foto-destruicio de AIA catalisada por Rbf.

Diante dessas informacoes, sentiram-se os autores au-
torizados a admitir que a folo-inativacdo de auxina, indu-
zida por Rbf, possa ser um fendémeno importante na fisio-
logia normal da planta. ‘

Nossas presentes observacoes parecem estender a ou- .
iros compostos fluorescentes, esta possibilidade de partici-
pacdo em reacdes fisioldgicas normais. Para tanlo ¢ indis-
pensavel, naturalmente, demonstrar que o composto invo-
cado a participar de uma determinada reacido, ocorre no
o6rgao interessado e que os comprimentos de onda que tal
composto é capaz de absorver podem penetrar na planta,
até o ponto em que ésse composto normalmente se localiza.
Como inumeros compostos fluorescentes sdo de ocorréncia
normal, em diversos orgaos de muitas plantas (23), essa hi-
potese nao parece inteiramente destituida de proposito.

E’ natural que as observacées de Galston e col.. (17, 18,
20, 21) levassem a uma revisao dos conceitos que se tinham
sObre certos fendémenos de crescimento induzidos pela luz,
como ¢é o caso do fototropismo. Aceitava-se geralmente que
os carotenoides agissem como foto-receptores no fototropis-
mo. As indicagdes em que se apoiava éste ponto de vista |
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eram, essencialmente de trés categorias: 1 — B-caroteno ocor-
re em orgaos foto-sensiveis como coleoptiles (9,39) e espo-
rangioforos de Pilobolus e Phycomyces 9); 2 — a curva
‘de acdo dos varios comprimentos de onda no fototropismo
(de coleoptiles de Aveia) ¢ muito semelhante ao espectro de
absor¢do de B-caroleno; 3 — B-caroteno foi indicado co-
mo capaz de sensibilizar a foto-inativacido de auxina a pu-
ra (29).

O terceiro argumento em favor do B-caroteno como par-
ficipante das reacdes foto-induzidas perdeu muito de sua
forca, uma vez que hoje em dia domina a idéia de que a au-
xina das plantas superiores é, como a das inferiores, prin-
cipalmente acido indolil acético (6, 10, 11, 40). De outro
lado, as pesquisas —citadas de Galston e col., embora nio
removam a possibilidade de ue B-caroteno participe de tais
reacdes, mostram (ue Rbf é, ao menos, tio indicada como
B-caroteno, para participar das mesmas. Alidas, num traba-
lho muito recente, Galston e Bandurski (cit. in 18 e 19) mos-
{ram que certo mutante de milho, em que os carotenoides
faltam quasi completamente (existem no maximo com 1%
da concentracdo normal), a curvatura fototropica ¢ prati-
camente normal. O conieudo de Rbf déste mutante é nor-
mal. Se eslas observacoes nao excluem perfeitamente a pos-
sibilidade de participacao do caroteno no fotolropismo nor-
mal, mostram, ao menos, de maneira muito convincente, que
outras substancias podem funcionar como folo-receptores.

Queremos ainda lembrar que Brauner (8) considerou
dois grupos de pigmentos como podendo intervir no foto-
tropismo das articulacdes (pulvini) das folhas de feijao: a
clorofila que seria responsavel pela absorcao da luz verme-
tha e os carotenoides ue responderiam pelas rea¢des pro-
movidas pelas radiacdes azuis. Apds demonstrarmos a exis-
téncia de quantidades relativamente grandes de auxina e
Rbf nas articulacoes de feijiao, admitimos que, sem excluir
a possibilidade de participacao do caroteno no fototropis-
mo das mesmas, era necessario considerar-se também, a pos-
sibilidade alternativa da participacdo de Rbf (12).
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Estas consideracées nao deveriam terminar sem que an-
tes fosse feita mencio das experiéncias de van Overbeek
(837) que verificou que coleoptiles de Aveia mostram redu-
¢do de crescimento apds iluminacdo, sdmente quando cres-
cendo com auxina a ou b, mas nao com AIA. Mas, como ja
foi salientado por Galston (19), van Overbeek usou “coar-
se corn meal” como fonte de auxina a, por nio dispor desta
na forma pura. O autor aceitou como auxina a a auxina
presente nésse material, em virtude do trabalho de Kogl,
irxleben e Haagen Smit (28), mas hoje sabemos que o en-
dosperma de milho contém grande quantidade de AIA (1).
Assim, concordamos com Galston (19) em que é possivel
interpretar os dados de van Overbeek simplesmente em ter-
mos de destruicao de AIA.

Queremos ainda lembar que ha pouco mais de 10 anos,
ao- fazer uma revisao de literatura sobre o fotolropismo,
van Overbeek (38) referiu-se a um (rabalho de Kogl (27)
sObre .0 ‘mecanismo da inativacao de auxina a pura pela luz
ultra-violeta, nos seguintes termos: “Kogl, in studying the
chemistry-of inactivation of pure auxin a and b in;ullra-
violet light, found that the substances are in equilibrium
with their lactone. Laclones, which are also active, are
changed by the ultra-violet light into the inactive liyni au-
win a lactone. Kogl suggested that a similar change in mo-
lecular structure might take place in plants when exposed
to visible light. This would explain why auxin-a is des-
troyed by light and indoleacetic acid is not; the latter can
not forn a lactone” (l. ¢. pag. 667).

Estamos certos de que o préprio van Overbeek hoje
nao endossaria essas idélas que, além de nao terem sido
confirmadas, uma vez que foi demounstrado que AIA po-
de ser facilmente foto-inativado, nao sao também muito
logicas, pois implicam numa afirmativa bem clara de que
s6 compostos que podem formar lactonas s@o passiveis de
destruicao pela luz.

Passemos agora as consideracdes que dizem respeito
do ‘mecanismo das alteracdes foto-quimicas induzidas na
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molécula de AIA em presenca dos compostos fluorescen-
tes.

Ja foi mencionado que em todos os casos parece ira-
-tar-se de uma oxidacdo. Nésse particular, nossas observa-
coes coincidem com as de outros autores como as de Skoog
*(35) para eosina e Galston (17) para Rbf. Este ultimo au-
" tor, verificando que em almosfera de argon, a foto-inati-
végéo de AIA por Rbf caia do valor de 95,5% para 11,6%,
acreditou poder escrever as seguintes reacdes para repre-
sentar o processo: "

Rbf + hy —— Rbf*
AIA + Rbf* —— Dproduto de oxidacdo de AIA -+ Rbf. H,
Rbf. H, + 1, 0, —— Rbf + H,0
(hv = energia absorvida e¢ Rbf* = riboflavina ativada).

Assim, a Rbf ativada funcionaria como um transporla-
dor de hidrogénio entre AIA e oxigénio.

Parece ter ficado claro, de nossas experiéncias, que
nao sera com todos os compostos fluorescentes que éste 1ul-
timo passo da reacido se verifique. Ao menos com relacio
ao sulfato de quinina, parece fora de duivida que o oxigé-
nio prejudica sensivelmente a reacdo. Fste fato é eviden-
temente incompativel com a idéia de que o oxigénio fun-
cione como um aceplor final do hidrogénio fixado pela
quinina.

Galston nao demonstrou a libertacao de hidrogénio por
AIA. Essa demonstracao ¢, no entanto, muito facil, uti-
lizando-se de mistura com os componenles da reaciao (AIA-
composto fluorescente) algumas gotas de azul de metileno,
como fizemos em nossas experiéncias.

Baseado em medidas manométricas que mostraram
que aproximadamente 1 mol de O, é absorvido e 1 mol de
CO: ¢ libertado, por mol de AIA destruido, Galston admi-
{iu ainda poder escrever o seguinte: '

Rbf

—L——> produto de oxidacdn de AIA + CO,
uz i

AIA 1 O,
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Que o mecanismo ndo deve ser, obrigatoriamente, o
mesmo em todos os casos, mostra ja, de modo bem claro,
o,.trabalho. de .Gordon. e Weber (22) sébre a inativagdo de
‘{\};IA._p;I?OIIIO\’ida por irradiacdo com raios X. Esses autores

indicam- que em excesso de oxigénio a inativacdo ¢ devida
essencialmente 4 abertura do anel, enquanio que em bai-"
xa. tensdo de oxigénio a razdo de:inativacio é muito pe-
quena’ e;.a. ~de0‘-ra'd'a(;éo ocorre especialmente por ataque a
cadeia lateral: i ’ .

Nossas O])S(,I‘V‘ICOGS neste ponto foram apenas aciden-
tais, ndo tendo ainda sido realizadas experiéncias sistemati-
zadas, para’ uma tentativa de esclarecimento do mecanismo
da; destruicao; nem. de reconhecimento dos compostos que
se formam, durante a reacio. Em lodo o caso, as observa-
¢coes ja mencionadas sébre a formaciio de um composto pou-
co“soltvel em agua, com forte cheiro de fezes, que final-
mende :desaparece:quando a exposicido & luz se prolonga, ha-
vendo entdao formacdo de um precipitado pardo, quasi sem
cheiro,  levam-nos a aditir, ao menos provisoriamente, a
hipotese de: que -no.caso da foto-inativacao catalisada: por
sulfato:de quinina,:ocorra primeiro um ataque a cadeid la-
teral, havendo:formacao de compostos como escatol e indol.
Se:imais ‘tarde haveria condensacido de varios aneis livres
de:indol, possibilidade aventada por Galston (18), ou rup-
tura dei:anel com formacao de compostos do tipo de antra-
nilatos, segundo suposicao de Gordon (informacio pessoal),
que se:baseouw:em medidas espectrofotomélricas, ndo pode-
nios décidir. :

* Gordon-~erificou. que da solucio irradiada com raigs X,
em.,-presen(;a, derar, desaparece o maximo-de absorcé¢ao de 280
myp. que ¢ caracteristico:para AIA e outros derivados do in-
dol substituides:na:posicao-3: Ao mesmo -lempo um novo ma-
Ximo-aparece na-regiao de 255 mp.  Este maximo sugere for-
temeéntea presenca de-compostos como antranilatos, fenonas
¢ acidos fenil-alquil carboxilicos. que poderiam-surgir - por
vuplura do anel pirrdlico na posicao alfa.

Em expeuen(:las preliminares nossas,. foi possivel ve-
rifichr qué ‘4 éspectro de absorcdo do ultra-violeta, da mis-
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tura ATA-sulfato de quinina, realmente se modifica con-
sideravelmente, apds exposicdo da mistura a radiacées ul-
ira-violeta. Pudemos constatar que, neste caso, ha também
‘o aparecimento de um novo maximo de absorcao, na regiao
indicada por Gordon.

‘ Para finalizar esta apresentacao, gostariamos de des-
tacar as duas conclusdes — enire algumas que, a nosso ver,
¢ possivel tirar — as quais emprestamos maior importan-
cia: 1 — a inativacdo de AIA pela luz, em presenca de

~ compostos fluorescentes, resulta de alteragoes foto-quimi-
cas catalisadas por ésses compostos, de maneira inespecifi-
ca; 2 — AIA deve ser o constituinte celular interessado
nos fendmenos foto-dindmicos induzidos nas plantas por
compostos fluorescentes, que assim agem através de sua
destruigao.
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RESUMO

Sabe-se que compostos fluorescentes sio capazes de de-
terminar, folo-quimicamente, alteracdes de varias substan-
cias. Conhecem-se também muitos efeitos foto-dinamicos
de tais compostos sébre plantas e animais. Até o preésente,
porém, nio foi definido claramente qual o mecanismo de’
acao dessas substancias. ‘

Descobriu-se recentemente que riboflavina (Rbf) ¢ ca-
paz de destruir o fito-hormonio #acido indolil acético
(AIA), em presenca de luz mas nao no escuro. Ja se sabia
que eosina delermina o mesmo fenomeno.

O presente trabalho mostra que muitos ouiros compos-
tos sdo capazes de catalisar a mesma reacdo. IEnire ésscs
compostos figuram o sulfato de quinina, a esculina e o 2,3,
5-trifenil tetrazol.

Tratando-se de substancias pertencentes a diversos gru-
pos quimicos, nao parece razoavel procurar uma relacap en-
ire um certo carater quimico e a capacidade de foto-inativar .
AIA. Como todos os composios esludados apresentam em
comum a propriedade da fluorescéncia, é possivel que a ca-
pacidade de induzir a foto-destruicdo de AIA seja um atri-
buto geral de tais compostos, sem que, necessariamente, ha-
ja uma relacao de causa e efeito enlre fluorescéncia e dita
atividade.

E’ possivel que os efeitos foto-dinamicos induzidos em
plantas com substancias fluorescentes se exercam através
da inativacio de AIA. . '

" Como substancias fluorescentes ocorrem, em grand'e'm'x-,
mero, naturalmente, nas plantas, ¢ possivel que muitas de-
las desempenhem um papel fisioldgico em reacoes de cres-
cimento determinadas pela luz.

Quanto ao mecanismo quimico da foto-inativacdao de
AIA, parece tratlar-se, em todos os casos, de um processo de
- oxidacao, por transferéncia de hidrogénio. Em alguns ca-
sos esta é favorecida por oxigénio (Rbf) enquanto que em
outros ¢ prejudicada (sulfato de quinina). E’ possivel que
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neste caso se forme um composto entre oxigénio e quinina
a qual entao ficaria impedida de funcionar como aceptor
de hidrogénio.

A medida que ATA ¢ destruido decresce o grau de fluo-

" rescéncia da mistura AIA-sulfato de quinina. Nao sabemos

se’ isto indica modificacdo da quinina ou formacao de um

“composto que age como inibidor de sua fluorescéncia.

Exposta a4 luz a mistura acima, forma-se um precipita-
do pardo com forte cheiro de fezes que finalmente desapa-
rece se a exposicdo se prolongar. E’ possivel que na reacido

-se formem primeiro compostos como escatol e indol, por

ataque & cadeia lateral do AIA. Haveria depois, ou ruptu-
ra do anel, ou condensa¢ido de varios aneis livres de indol.

SUMMARY

The fact that fluorescent substances may determine pho-
tochemical alteration of several kinds of molecules is well
known. It is also known that such compounds may induce
photo-dynamic effects on both planits and animals. The
mechanisms through which these effecis are determined,
however, are not well established.

It is a fact that both riboflavin and cosin cause the inac-
tivation of indoleacetic acid in presence of light but not in
the dark. The present author has shown recently that other
fluorescent substances, such as quinine sulfate, aesculin and
the 2,3,5-triphenyl tetrazoliuml—;re equally effective in bring-
ing about IAA photo-inactivation.

Since the substances that are active in this reaction be-
long to several unrelated chemical groups, it does not seem

‘probable that a chemical characteristic should ‘be respon-

sible for the activity. It seems more reasonable to admit
that the reaction is of a photo-chemical nature, being cata-
lized non-especifically by fluorescent substances in general.

It does not necessarily follow that there is a cause and
effect relationship belween fluorescence and capacity of in-

TR Lorn
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ducing TAA pholo-inactivation. 1t may well be that both
phenomena having the same cause, are concomittant but
independent.

It is the author’s belief that the pholo-dynamic effects
referred to above are exercised through the inactivation of
IAA. Since fluorescent substances are frequently found
among natural plant substances, it is possible that they
play a role in growth reactions brought about by light.

As far as the, mechanism of IAA pholo-inactivation is
concerned, it seems to be in every case, an oxidation reac-
tion. In some cases (riboflavin) the reaction is bloked by
the absence of air-oxygen. In other instances however (qui- -
nine sulfate), air-oxygen has an inhibitory effect o the
reaction. The reason for this is not yet well understood.

As TAA is deslroyed the fluorescence of the mixture so-
lution (IAA-quinine sulfate) decreases. It is not known
whether this is due to an alteration of the quinine molecule
or to the formation of some substance that has an inhibit-
ory action on the quinine fluorescence. ;

Upon exposition to light the mixture solution beclomes,‘
turbid and acquires the smell of feces. If the exposition is
prolongued a brown precipitate is formed and the smell of
feces desappears. It is then possible that during the reaction
such compounds as skatole and indole are formed by side-
chain degradation of the IAA molecule. There would occur-
later either the opening of the indole ring or the condensa-

tion of several free indole rings into a more complex subs-
tance.
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