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RECHERCHES
SUR LES

FERMENTS RßDUCTEURS
PAR

A. BACK

(Troisieme mcrtnoire)

I

En poursuivant l'etude du ferment qui reduit les nitrates
avec le concours des adehydes (*), j'ai cherche h nie rendre
compte jusqu'ä quel point la nature et la structure du radical
uni au groupe adehydique exercent une influence sur la inarche
de la reaction. En d'autres termes, la question s'est posee de

savoir si.le ferment reducteur manifeste la specificite que Ton
s'accorde ä considerer comme le caractere distinctif de tout
ferment. On admet generalement qu'il existe, entre le ferment
et le substrat dont il est appele h aceelerer la transformation,
une relation de structure ou de configuration que le grand chi-
miste Emile Fischer a traduite par l'image de la clef et de la

serrure. Une clef n'ouvre d'ordinaire que la serrure pour la-
quelle eile a ete faite. De meme un ferment n'agit que le substrat

dont la structure est conforme ä la sienne. C'est pourquoi,

par exemple, chacun des trois disaccharides isomeres et phy-
siologiquement importants, le saccharose, le maltose et le
lactose, a son ferment specifique qui le dedouble ä l'exclusion de

tout autre ferment. Le grand defaut de cette explication de la

q Bioch Z., t. 31, p. 441 ; t. 33, p. 282; t. 38, p. 154 ; t. 52, p. 412;
t. 58, p. 205 (annees 1911-1914); Archives, t. 32, mai 1911 ; t, 37, mai
1914.
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specifieite des ferments, c'est que non seulement leur structure

et leur configuration, mais encore leur composition chimique
nous sont totalement inconnues, aucun des ferments n'ayant
ete prepare jusqu'ici ä l'etat chimiquement pur. L'hypothese
de la specificity structurale des ferments est done impossible ä

verifier par 1'experience.
D'autre part, il existe des faits d'ordre experimental qui ne

cadrent pas avec cette hypothese de la specificity. Dans une
serie de travaux (*) j'ai montre que la spdcificite, telle qu'on la
conqoit generalement, faisait defaut aux ferments oxydants les

plus repandus, ä la phenolase et ä la Peroxydase. La premiere
oxyde, avec le concours de l'oxygene fibre, trois groupes de

corps aussi differents que les phenols, les amines aromatiques
et l'acide iodhydrique. La seconde oxyde les memes corps avec
le concours de l'oxygene des peroxydes ä la place de l'oxygene
fibre. Mais ces trois groupes de corps chimiques ont une
propriety commune: celle de renfermer de l'hydrogene mobile dans

leur molecule, et c'est cet hydrogene mobile qui est oxyde par
la phenolase et la peroxydase. Aucun autre corps organique ou

inorganique n'est attaque par ces ferments. On peut done dire
que ceux-ci sont aussi specifiques ; mais leur specifieite est
d'ordre fondionnel et non structural, eile se rapporte ä la
fonction chimique (presence d'hydrogene mobile dans la
molecule) et non ä la figure geometrique que la molecule du
substrat dessine dans l'espace.

Au point de vue de la theorie de la specifieite, il etait done

interessant de determiner la nature de la specifieite du ferment
reducteur. Mes experiences qui ont porte sur 14 aldehydes
ont ete effectuees dans les conditions suivantes :

Comme je l'ai dejä, mentionne anterieurement, le ferment
reducteur existe dans le lait frais, mais il ne peut etre isole

sans perte d'activite. Dans l'etude de ce ferment, on est done

oblige de se servir de lait frais et cru. II a ete etabli par de

nombreuses experiences qu'ä lui seul le lait frais ne reduit pas
les nitrates, mais qu'il les reduit rapidement en presence d'al-

^ Berichte : d. d. Cliem. Ges., 1907, 40, p. 230, 3185; Archives (1916),
t. XII, p. 56.
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dehydes ou de substances susceptibles de fournir des aldehydes.
Pour chaque experience, 10 c. c. de kit et 10 c. c. d'une solution

ä 10 % de nitrate de soude tenant en solution ou en
suspension 0,001 mol.-gr. d'aldehydeontete employes. Le melange
bien agite a ete abandon ne au thermostat ä 60° pendant une
heure. Au bout de ce temps, on a preleve sur chaque melange
1 c. c. que Ton a yer.se dans un ballon jauge de 50 c. c., traite
par 5 c. c. d'une solution saturee de sous-acetate de plomb,
agite le melange, filtre sur un filtre sec et, dans 10 c. c. de fil-
trat, on a dose colorimetriquement le nitrite forme d'apres la
methode Ilosvay-Lunge. Dans le tableau suivant, le nitrite forme

est exprime en milligrammes d'anhydride azoteux N203 par
10 c. c. de lait. Dans ce tableau, il n'a pas ete tenu compte des

quantites de nitrite inferieures ä 0,001 milligramme. A titre
de comparaison, j'ai repete la meme serie d'experiences avec
le ferment reducteur qui se trouve dans les tubercules de pom-
mes de terre et qui reduit, comme le ferment du lait, les

nitrates avec le concours des adehydes (1). 5 g. de pulpe de porn-
mes de terre delayes dans 10 c. c. d'eau ont ete employes dans

chaque experience ä la place de 10 c. c. de lait.

Milligrammes N203.

Aldehydes. Ferment animal Ferment vegetal

Formique
Acetique

0,023
0,473
0,0
0,161
0,301

0,006
0,376
0,987
0,927
0,911
0,0
0,002
0,512
0,911

0,201
0,257
0,046
0,232
0,246
0,401

0,163
0,229
0,221

0,274
0,281
0,249
0,231

0,237

Chloral
Valerianique
Furfurol
Citronnellal
Citral
Benzoique

p — Oxybenzoique
o — Oxybenzoique
m — Nitrobenzoique
m — Chlorobenzoique
Anisique
Piperonal

') Bioch. Zeitsch. 1913, t. 52, p. 412, Archives, XXXVII, mai 1914.
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On voit par ee tableau que, le chloral et l'aldehyde m-nitro-
benzoique exceptes, toutes les aldehydes examinees ont ete uti-
lisees pour la reduction du nitrate par le ferment animal, bien

que d'une maniere inegale. Par contre, avec le ferment vegetal,
toutes les aldehydes, sans exception, ont fourni des quantites
plus ou moins uniformes de nitrite. Ces resultats montrent que
le ferment reducteur n'est pas specifique dans le sens usuel du

mot. Autrement, il faudrait supposer que les tubercules de

pommes de terre contiennent 14 ferments reducteurs specifiques
— un pour chacune des aldehydes mises en experience — et un
nombre illimite de ferments specifiques pour d'autres aldehydes.
A moins de faire cette supposition que l'experience ne justifie
nullement, on est force de reconnaltre que le ferment reducteur

est späcifique de la fonction aldehydique —CRO indepen-
damment de la nature et de la structure des radicaux attaches d

cette fonction. Comme dans le cas de la phenolase et de la
Peroxydase, la specificite du ferment reducteur est fonctionnelle
et non structurale.

Mais si la specificite du ferment reducteur est exclusivement

fonctionnelle, comment expliquer le fait que les aldehydes sur
lesquelles le ferment animal est reste sans action, aient fourni
des quantites notables de nitrite avec le ferment vegetal
L'experience acquise dans 1'etude des ferments oxydants fournit ä

ce sujet des indications assez claires. II s'agit ici de l'infiuence
du milieu sur les reactions accelerees par les ferments. Un
ferment, en tant que catalyseur, ne peut qu'accelerer une reaction
qui se fait d'elle-meme, quelque petite que soit sa vitesse ini-
'tiale, mais il est impuissant vis-ä-vis d'un Systeme chimique
qui se trouve dans l'equilibre stable. C'est done de la reaction
qui se fait d'elle-meme, de la reaction fondamentale que depend
l'intervention ou la non-intervention du ferment. Tout ce qui
favorise la reaction fondamentale est aussi favorable ä Paction
du ferment ou inversement. On conqoit aisement que chaque
substance demande certaines conditions pour entrer en reaction.

Si l'une des conditions vient ä manquer, la reaction
fondamentale est retardee ou supprimee et, comme consequence,
Paction du ferment est egalement retardee ou supprimee. Dans
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un travail fait ea collaboration avecB. Sbarsky ('), j'ai montre

que la quantite d'acide sulfurique necessaire pour arreter Taction

oxydante d'uae quantite determinee de phenolase variait,
toutes choses egales d'ailleurs, avec la nature des phenols ä

oxyder. En etudiant avec MUo V. Maryanovitch (2) l'influence
de differents sels sur Taction oxydante de la phenolose, nous

avons egalement trouve que cette influence variait avec la
nature des substances ä oxyder. Ces faits montrent ä l'evidence
Tinfluence que Tetat du milieu exerce sur Taction de la plieno-
lase. Dans la plupart des cas, Tetat du milieu ne se repercute
sur Taction de la phenolase que pour autant qu'il interesse la
reaction fondamentale. Si, par exemple, la phenolase n'oxyde
Torcine qu'en solution alcaline, ce n'est pas parce que l'alca-
linite du milieu est necessaire pour la manifestation de Taction
oxydante de ce ferment, c'est parce que, deja en 1'absence de

tout catalyseur, Torcine ne se combine ä l'oxygene qu'en
milieu alcalin. Car la meme phenolase n'oxyde la p-phenyleuedia-
mine qu'en solution acide (*). Tous les phenomenes de specificite

observes dans Taction de la phenolase sur differents
Substrats, out pu etre ramenes a Tinfluence du milieu, c'est-ä-dire
aux conditions necessaires pour la mise en oeuvre des reactions

fondamentales, et non ä l'existence de phenolases specifiques.
La möme interpretation s'applique aussi aux faits relatifs ä

Taction du ferment reducteur. Dans le lait, ce ferment est en-
toure de substances differentes de Celles qui l'accompagnent
dans les tubercules de pommes de terre. C'est dire que, dans

les deux cas, il est appele ä agir dans des conditions de milieu
differents. Que Tun des milieux soit plus favorable que l'autre
ä la transformation de telle ou telle aldehyde, c'est tout ä fait
dans l'ordre des choses.

En resume, il y a lieu de distinguer entre la specificite
veritable, celle qui se rapporte ä une fonction chimique determinee
et la specificite apparente qui resulte simplement de Tetat du
milieu. II va de soi que, pour le moment, la conclusion que je

') Bioch. Zeitsch., t. 34, p. 478 (1911).
3) Bioch. Z., t. 42, 417 (1912).
3) S. Bach : Sermentforschung, t. I, p. 197 (1915); Archives, t. 39,

juin 1915.
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viens d'enoncer n'est vraie que pour les ferments oxydants et
reducteurs que j'ai etudies de plus pres. II se peut bien que les

ferments hydrolysants et notamment les trois disaccharases,

invertase, lactase, maltase, soient doues de specificite structu-
rale ou de configuration. Les nombreuses tentatives que j'ai
faites en vue d'abolir la specificite de ces trois disaccharases

par la modification de l'etat du milieu ont donne jusqu'ä
present des resultats nettement negatifs. Mais des faits nouveaux
et hautement interessants viennent de surgir qui tendent ä

montrer que la difference, au point de vue de la specificite,
entre les ferments oxydants et reducteurs et les ferments hy-
drolisants n'est pas aussi fondamentale que l'on serait tente de

le croire. E. Abderhalden et A. Fodor (') ont etudie l'hydrolyse
d'un grand nombre de polypeptides synthetiques par les pep-
tases de la levure. En determinant l'optimuin d'acidite pour
une quantite donnee de ferment dans l'hydrolyse de differents

polypeptides, ils ont constate que, toutes cboses egales d'ail-
leurs, l'optimum variait avec la nature des polypeptides! Com-

me dans le cas de la phenolase, l'infiuence de l'acidite btait
done fonction des proprietes des Substrats et non de Celles du

ferment. Dans leurs vastes recherches, M. Abderhalden et
Fodor n'on trouve aucun fait ä l'appui de l'existence de pep-
tases specifiques («-glycylase», « leucylase », etc.). En d'au-
tres termes, ils admettent provisoirement que la specificite des

peptases est fonctionnelle et non structurale.
Dans le meme ordre d'idees, une observation non moins

interessante a ete faite par Emile Fischer lui-meme. Ce savant
avait prepare pour la premiere fois les deux methylglucosides
a et ß et constate qu'ils se comportaient differemment ä

l'hydrolyse par les ferments et par 1'acide chlorydrique. Le derive

a se laissait facilement dedoubler par la maltase et n'etait pas
attaque par l'emulsine, le derive ß etait hydrolyse par l'emul-
sine et point par la maltase. L'acide chlorydrique dedoublait le

premier derive beaucoup plus rapidement que le dernier. Tout
dernierement E. Fischer a fait en collaboration avec L. v.
Mechel (2) la synthese de l'a—phenol—d—glucoside et du

q Sermentforschung, t. I, p. 533 (1916).
2) Berichte d. d. Chem. Ges., 49, 2813 (1916).
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ß—phenol— d—glueoside qui, comme les derives methyliques
correspondants, ne different que parleur configuration. En raison

de cette difference, le derive a n'est dedouble que par la
maltase, le derive ß n'est hydrolyse que par l'emulsine. Mais,
chose tres remarquable, l'a—phenolglucoside est hydrolyse
par l'acide chlorhydrique beaucoup moins rapidement que le

ß—phenolglucoside. C'est done exactement l'inverse de ce

qu'on observe avec les deux methylglycosides a et ß. Si la
vitesse de l'hydrolyse des glucosides par l'acide chlorhydrique
dependait de leur configuration, les derives a devraient, dans

les deux cas, etre dedoubles plus rapidement que les derives ß.
Comme ce n'est pas le cas, Fischer se voit oblige de recon-
naltre que « l'hydrolyse des glucosides isomeres n'est pas de-

terminee que par la structure et la configuration, mais qu'elle
subit aussi l'infiuence d'autres facteurs qui nous sont incon-
nus ». II suppose que parmi ces facteurs inconnus, il faut

ranger la faeulte de former des produits intermediaires que
nous sommes portes ä considerer comme l'un des caracteres
de Faction des catalyseurs.

On voit par ce qui precede que la notion de la specificite des

ferments est en voie de se modifier considerablement.

II
En etudiant au point de vue quantitatif la reduction des

nitrates par le ferment du lait avec le concours des aldehydes,

j'ai constate les faits suivants :

1° Pour une quantite donuee de ferment, la quantite de

nitrite formee augmente avec la concentration du nitrate jusqu'ä
un optimum qui correspond ä la teneur d'environ 5 % en
nitrate du melange en reaction.

2° Pour une quantite donnee de ferment, la quantite de

nitrite formee augmente avec la concentration de l'aldehyde
jusqu'ä un optimum qui correspond ä la teneur d'environ 1 % en

aldehyde acetique (').
Si l'ou compare les quantites de nitrite formees et les quan-

tites de nitrate et d'aldehyde necessaires pour obtenir les meil-

') Bioch. Z., 33, 282 (1911); Archives, t. 33, juillet 1911.

Archives, t. XLIII. — Avril 1917. 23
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leurs resultats, on trouve une tres grande disproportion. Le
maximum de nitrite que j'aie jamais obtenu en me plaqant
dans les meilleures conditions possibles, correspondait ä un
rendement de 0,6 % par rapport au nitrate et de 0,01 % par
rapport ä l'aldehyde. On sait que les reactions accelerees par
des ferments ne vont jamais jusqu'au bout parce que, pour une
raison ou pour une autre, le eatalyseur se trouve. bientot mis
hors d'usage. Mais soit avec les ferments hydrolysants, soit
avec les ferments oxydants, on obtient des rendements qui vont
du 15 au 95 °/0 de la theorie. Le ferment reducteur du lait fait
done exception ä la regle generale. Des le debut de mes re-
cherches, j'ai constate que, dans les conditions optimales, la
reduction s'arretait au bout d'une heure environ, ce qui deno-

tait un epuisement rapide de Taction catalytique du ferment.
Plusieurs causes peuvent contribuer h la mise hors d'usage de

celui-ci. II y a d'abord Taction nocive des aldehydes que, d'une
mauiere generale, les ferments supportent mal. Dans mes
experiences, j'ai trouve que lorsque la concentration de l'aldehyde
depassait 1 % (calculee en aldehyde acetique), le pouvoir
reducteur du Systeme decroissait rapidement pour tomber ä 0

lorsque la concentration s'elevait ä 2,5 °/0. Pour elucider ce
premier point, j'ai eu recours ä une methode indirecte. Dans des

travaux anterieurs, j'ai montre que le principe reducteur des

tissus animaux etait constitue par un ferment identique ä celui
qui se trouve dans le lait frais et par un coferment pouvant
etre remplace par des aldehydes. L'etude plus approfondie de

ce coferment a revele qu'il etait forme par le melange de pro-
duits resultant de la degradation des albumines. Ce melange,
qui ne contient pas d'aldehydes, en engendre des quantites ap-
preciables lorsqu'on le chauife en solution aqueuse. Les adehy-
des se forment au depens des acides a—amines par une reaction

oxydo-reductrice analogue h celle decouverte par Strecker
en 1863. Comme, dans les albumines degradees, les aldehydes
ne se forment que peu ä peu et que, se trouvant en presence du
ferment, elles soient utilisees au fur et ä mesure pour la reduction

du nitrate ajoute, on pouvait esperer que les albumines
degradees deterioreraient moins le ferment et fouruiraient plus
de nitrite que les aldehydes. Cet espoir ne s'est pas realise.
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Pour les experiences, je me suis servi d'albumines complete-
ment degradees en acides amines d'apres la methode d'Abderhalden,

c'est-ä-dire par Taction successive de la peptase, de la

tryptase et de l'ereptase. L'ordonnance des experiences a ete
la suivante:

Des portions de 10 c. c. de lait, frais ont ete additionnees de 1

ä 5 % d'albumines degradees et de 0,4 g. de nitrate de soude,
les melanges ont ete chauffes pendant une heure au thermostat ä

60° et au bout de ce temps, le nitrite forme a ete dose comme
il a ete decrit dans le chapitre precedent. Yoici les resultats
obtenus :

Milligrammes N203 par 10 c. c. de lait.
Albumines degradees: l°/o 2% 3°/o 4°/o 5°/»

0,069 0,147 0,227 0,302 0,291

Des experiences de contröle institutes dans les memes conditions

avec des albumines degradees sans addition de lait frais
ou avec addition de lait bouilli ont donne un resultat negatif en

ce qui concerne la formation de nitrite.
On voit par ces chifires que la quantite de nitrite formee

crolt avec la concentration des produits de degradation des

albumines jusqu'ä la teneur de 4 % et commence ä diminuer au-
delä de cette concentration. A titre de comparaison, j'ai fait,
dans les mtmes conditions et avec le meme lait, une experience
avec des quantites crois^antes de piperonal chimiquement pur
(0,0001 ä 1,0015 gr. mol. dans 10 c. c.) :

Milligrammes N203 par 10 c. c. de lait.
Gr. — mol. de pipdronal: 0,0001 0,0005 0,0010 0,0015

0,119 0,249 0,330 0,326

Ces resultats montrent que les quantites de nitrite fournies

par les albumines degradees, meme lorsqu'elles sont employees
ä la concentration optimale, sont inferieures ä Celles que Ton
obtient avec la majorite des aldehydes. L'action nocive des

aldehydes sur le ferment n'est done pas la cause principale de la
faiblesse de rendement en nitrite.

Une autre cause de l'arret rapide de la reduction pourrait
resider dans Taction ddletere des produits de reduction des

nitrates, et notamment de Thydroxylamine, sur le ferment.
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L'hydroxylamine est consideree depuis longtemps comme poison

des ferments. Or la reduction du nitrate par le ferment du

lait en presence d'aldehydes ne s'arrete pas au nitrite. II est

facile de s'en convaincre en employant du nitrobenzene ä la
place du nitrate. Dans ce cas, il se forme de l'aniline qui se

laisse facilement deceler. Mais s'il y a reduction de l'azote ni-
trique en azote ammoniacal, il doit y avoir necessairement
formation d'hydroxylamiue comme produit intermediaire. C'est

pour cette raison qu'il m'a paru interessant d'etudier l'influence
de cette base sur le ferment du lait. L'experience a consiste ä

faire agirdes quantites croissantes d'hydroxylamine'sur desquantites

donnees de lait et ä determiner le pouvoir reducteur du
ferment ainsi traite vis-ä-vis du nitrate en presence d'aldehydes.

Des portions de 10 c. c. de lait frais out ete traitees par des

quantites croissantes (2 ä 6 milligrammes) d'hydroxylamiue
dans 5 c. c. et les melanges ont ete abandonnes h la temperature

ordinaire pendant 30 minutes. Au bout de ce temps, cha-

que melange a ete additionne de 0,4 g. de nitrate de soude et
de 2 gouttes d'aldehyde benzo'ique et chauffe au thermostat
pendant 1 heure ä 60°. (Serie A.) Une experience analogue a

ete instituee dans les memes conditions avec la seule difference

que l'hydroxylamiue a ete ajoutee au lait en meme temps que
le nitrate et l'aldehyde. (Serie B.) Une experience de contröle
a ete faite en outre sans addition d'hydroxylamine. Le dosage
du nitrite forme a donne les resultats suivants :

Milligrammes N203 par 10 c. c. de lait.
Serie A Serie B Contröle

Milligr. d'hydroxylamine: 2 4 6 2 4 6 0

0,266 0,248 0,201 0,272 0,255 0,203 0,277

Ces experiences montrent que l'ydroxylamine, meme
employee ä la concentration relativement considerable de 30

milligrammes pour 100 c. c., nediminue que dans la proportion de

25 % environ le pouvoir reducteur du ferment du lait. D'autres
experiences que je m'abstiens de citer ont donne des resultats
analogues.

La cause de l'arret rapide de l'action catalytique du ferment
du lait reste encore ä elucider.
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