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Fernand Chodat. — Sur Uimportance des points isoélectriques
dans la préparation et dans I'activité des ferments.

Dans la méthode classique de préparation des ferments so-
lubles, on substitue par addition d’alcool, au milieu aqueux,
un milieu hydro-alcoolique de concentration élevée. Ce change-
ment de solvant détermine une insolubilisation des protides et
matiéres accessoires, antérieurement dispersés dans DIextrait
aqueux; I'insolubilisation s’achéve par une sédimentation des
colloides vecteurs du pouvoir diastasique. La quantité d’alcool
nécessaire pour précipiter la totalité des protides et matiéres
acecessolres est treés variable.

Désireux de préciser les conditions de la précipitation al-
coolique des ferments, nous avons déterminé dans la premiére
partie de cette étude, le rapport existant entre 'acidité actuelle
de la liqueur mére de ferment et la floculabilité (Entmischung)
de ses composants colloidaux.

La méthode consiste a diviser la liqueur mére de ferment en
parts ¢gales, et a contérer a chacune d’entr’elles une acidité
particuliére. Cet ajustement du liquide & un pH défini s’obtient
en ajoutant prudemment un acide dilué (chlorhydrique ou acé-
tique) ou une base (NaOH). Dans ce cas on mesure le pH final
au moyen d’'indicateurs. Un deuxiéme procédé consiste a mé-
langer un volume de la liqueur mére de ferment a un volume
supérieur (2 a 5 fois) d’une solution-tampon (Sorensen) de pH
connu. Quasi immédiatement dans le premier procédé, au bout
d’un temps plus long dans le second, on communique aux li-
quides ferments des acidités allant du pH 3.6 au pH 8.3.

Cet ajustement détermine a lui tout seul des fluctuations dans
la solubilité des colloides de la liqueur meére de ferment. Ces
fluctuations étant paralléles a celles observées pour la flocula-
bilité des mémes corps par P'alcool, nous nous bornons dans
cette note, & mentionner le second phénomeéne.

La floculation s’effectue dans des cylindres de verre par addi-
tion d’un méme volume d’alcool inférieur (3 & 10 fois) a celui
des échantillons variant par leur pH. On observe alors des maxi-
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mum, des minimum et des termes intermédiaires de flocula-
bilité. Aumaximum la séparation est rapide,souvent immédiate :
des flocons grossiers se forment et ne tardent pas & se sédimenter
en un dépot tassé; le liquide surnageant atteint le maximum de
limpidité.

Au minimum de floculabilité, seule I'opalescence de la liqueur
est augmentée. L’évaluation de ces floculations se fait par la
pesée des dépots recueillis apres filtration, par la mesure de la
hauteur du sédiment et le temps nécessaire pour atteindre I’équi-
libre entre le liquide surnageant et le sédiment. Le terme flo-
culation étant 'objet d’une controverse, nous préferons adopter
la notion inverse, c¢’est-a-dire dispersion en milieu hydro-al-
coolique. Nos expériences ont porté sur les liqueurs meéres de
ferment suivantes: extraits aqueux de malt pour la saccharo-
génase, d’amandes douces pour la prunase, de foie de beeuf pour
la catalase, de pelures de pommes de terre pour la tyrosinase.
Ces extraits représentent des complexes de colloides, principa-
lement des protides. Lies nombres des maximum et des minimum
demeurent les mémes pour chaque extrait, mais varient de I'un
a l'autre comme on peut le voir sur la table no I:

TasLE I.

Minimum de dispersion aux pH

) liqueur meére b1-4.6 — —
Saccharogénase - —
id. purifiée 4.1 — —
liqueur mere 4.7 5.9-6.1 —
Prunase - —
id. purifiée = 5.3 -
) liqueur mere 4.4 3.3 6.2 (7)
Tyrosinase - —
- id. purifiée — 5.3 —
| liqueur mére 51 5.6-5.9 6.8
Catalase ! .q — * -
- id. purifiée _— 5.3 —
Sérum hémolysé 4.5 5.6-3.9 6.8
Points isoélectriques 4.8 5.4 6.75
albumine globuline | hémoglobine

—

du sérum
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Nous avons interprété les minimum de dispersion en milieu
hydro-alcoolique comme les indices de points isoélectriques. On
sait en effet, que pour une certaine acidité actuelle unique et
particuliére & chaque colloide électrolyte amphotére, ces corps
atteignent un état critique, le point isoélectrique, caractérisé
par un minimum des propriétés de pression osmotique, de gon-
flement, de viscosité et de dispersion en milieu hydro-alcoolique.

Anticipant alors sur les confirmations, nous disons que la
pluralité des points isoélectriques observée pour une méme
liqueur mére de ferment, correspond au nombre des colloides
electrolytes amphotéres qui sont dispersés dans ’extrait. Il nous
fut alors aisé d’homologuer les pH correspondant au premier
minimum de dispersion (4.1 pour la saccharogénase, 4.7 pour la
prunase, 4.1 pour la catalase, 4.4 pour la tyrosinase) a la zone
de pH ecaractérisant les points isoélectriques des albumines
(4.5-4.8). Les pH que nous enregistrons pour le deuxiéme mi-
nimum (prunase 5.9-6.1, catalase 5.6-5.9, tyrosinase 5.3),
furent assimilés aux points isoélectriques des globulines dont
la zone oscille autour de la valeur pH 5.4. Le troisiéme mini-
mum tres net offert au pH 6.8 par Pextrait de foie, fut attribué
a la présence d’hémoglobine. Pour confirmer cette derniére
hypothése, et d’'un méme coup comparer nos résultats a ceux
obtenus sur un mélange de colloides électrolytes amphotéres
de composition connue, nous avons soumis au méme traitement
un serum (génisse) intentionnellement hémolysé. Ce liquide
fournit 3 minimum de dispersion pour les réactions: pH 4.5,
2.6-5.9, 6.8; en vertu des phénoménes de protection de I'albu-
mine du sérum par la globuline, le point isoélectrique de. cette
derniére apparut plus vite et plus intensément que celui de I'al-
bumine; I’hémoglobine mamifesta son point isoélectrique a
pH 6.8 ce qui est d’ailleurs conforme a la mesure quen a faite
Michaelis: 6.75.

Nous montrons dans cette étude, que la recherche des points
isoélectriques peut servir de méthode analytique d’un complexe
de protides colloidaux.

Les types et la proportion des protides reconnus par Os-
borne dans les tissus d’orge, d’amande, etc., concordent avec
les résultats de nos analyses isoélectriques.



33 SEANCE DU 3 MARS 1927

Bien que chaque liqueur meére de ferment contienne plu-
sieurs protides, un seul parmi eux fonctionne comme vecteur
du ferment. En répétant les précipitations suivies de filtra-
tions, on peut, en effet, purifier les liqueurs méres de ferments
jusqu’a n’avoir plus qu’un seul point isoélectrique. Le plus
soluble parmi les protides du complexe, précipitera en effet le
dernier. Cette purification nous a fourni pour la saccharogénase
un unique protide de point isoélectrique 4.1; nous le considé-
rons comme une albumine. Pour la prunase, la catalase, la
tyrosinase, des purifications analogues ont conduit & 3 protides
finaux et uniques, caractérisés tous par un point isoélectrique
trés net pour le pH 5.3. Nous avons assimilé ces corps a des
globulines. Ces derniers précipités sont tous vecteurs du pouvoir
ferment. )

Nous avons comparé, dans la seconde partie de notre étude,
Pactivité diastasique des échantillons d’un méme ferment, ne
différant les uns des autres que par l'acidité acquise au cours
de la macération a différents pH.

Au début, nous partions des liqueurs méres de ferment «ajus-
tées »; la précipitation alcoolique étant plus ou moins compléte
suivant la réaction, nous ajoutions a chaque part un excés d’al-
cool de maniére a recueillir la totalité des colloides précipitables.
Au lieu de partir des liqueurs méres de ferments, nous nous
sommes adressés, dans une technique ultérieure, aux ferments
eux-meémes. Ces poudres ont ét¢é redispersées dans 'eau, la fausse
solution divisée en parts égales auxquelles furent conférées,
suivant les procédés susdécrits, des réactions différentes. On
reprécipite par 'aleool, et des poids égaux des ferments ainsi
traités sont dispersés dans I’eau pour constituer les solutions
ferments. Cette purification oblige & travailler avec de trés
petites quantités, mais augmente la précision des recherches.

Nous avons fait agir ces ferments dans des conditions opti-
males de température et de réaction du milieu. L’activité fut
évaluée pour la saccharogénase par la quantité de sucre réduc-
teur (titration au Fehling) formée par la saccharification de
Iempois d’amidon et de 'amidon soluble. Pour la prunase on
mesure par la méme méthode la glucose fournie par hydrolyse
de la salicine. L’activité de la catalase est donnée par le volume
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de O, (cm3) dégagé pendant les dix premiéres minutes d’activité
sur H,0,. Une évaluation colorimétrique fut employée pour
la tyrosinase.

TasrLe II.
Ferments préparés aux pH suivants :

Saccharogénases 3.6 4.1 4.6 5.1 5.9 6.6

Activité 0 N 4 13 14.2 | 15 7&.2
Prunases 4 5.3 6.4 7

Activité 5.5 | 10.7 8.7 7.7
Catalases N 3.9 4.4 4.8 5.3 5.9 —6—.2— _G_é_

Activite 79.9 50 69.6 | 29.3 | 22.7 | 18.8 | 16.5
Tyrosinases 3.9 44 4.8 5.3 5.9 6.2 6.6

Activité f:ﬂ = - -+ oL o —_;

L’examen de la table 2 montre que pour la saccharogénase il
n’y a de ferments actifs que ceux préparés & un pH supérieur &
4.1, qui correspond précisément au point isoélectrique du protide
vecteur de ce ferment. Pour la tyrosinase de méme, il n’y a de
ferment actif, au point de vue de la formation de crésol-azur a
partir d’un systéme paracrésol-glycocolle, que ceux préparés a
un pH supérieur a 5.3, qui correspond précisément au point
1soélectrique du protide vecteur du ferment. Pour la catalase,
il n’y a de ferments trés actifs que ceux préparés a un pH infé-
rieur a4 5.3, qui correspond précisément au point isoélectrique
du protide vecteur de ce ferment. Pour la prunase le maximum
d’activité correspond au point isoélectrique 5.3 du protide vec-
teur de ce ferment. Quelle que puisse étre Vinterprétation ulté-
rieure de ces phénomeénes, il n’en reste pas moins, que le point
isoélectrique du protide vecteur du pouvoir ferment représente
dans trois cas une limite au dela de laquelle le ferment se trouve
sinon totalement, tout au moins fortement inactivé, et dans
un quatriéme cas I’état optimal pour Pactivité du ferment. Ces
constatations ouvrent un champ nouveau & I’étude du méca-
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nisme de l'action enzymatique qui dépendrait largement du
signe de la charge du protide vecteur du pouvoir ferment.

Rappelons que la charge d’un protide change lorsqu’il franchit
son point isoélectrique; ce phénoméne électrique n’est autre
chose que la manifestation du bloquage des groupes fonctionnels.
acides pour un pH inférieur & celui du point isoélectrique et
des groupes fonctionnels basiques pour un pH supérieur a celui
du point isoélectrique. Cette capacité de fixer des anions au-
dessous du point isoélectrique et des cations au-dessus, devient
singuliérement suggestive lorsque le protide est vecteur d’un
ferment dont I'activité est étroitement liée au point isoélectrique
lui-méme. Cette hypothése de travail orientera de nouvelles
recherches sur le méme sujet.

N. B. — Une étude plus détaillée sera publiée pour justifier
les conclusions que nous exposons dans cette note préliminaire.

{ Laboratoire de Ferments et Fermentations de
UInstitut de Botanique de UUniversité de Genéve.)

R. Wavre. — Sur la stratification des planétes et U'équation de
Fredholm.

Le but de cette note est d’indiquer que I’équation de Fredholm
a laquelle peut se ramener le probléme de la stratification des
planétes posséde un noyau symétrisable. La démonstration sera
publice dans les Archives des sciences physiques et naturelles,
No de mai-juin 1927.

P. Balavoine. Dosage réfractométrique de 'alcool des produits
de fermentation.

Au lieu de la détermination usuelle par voie pyecnomeétrique
du degré alcoolique des distillats de vins, etc., on a déja tenté
d’utiliser le pouvoir réfringent de ces solutions. Les résultats
n'ont pas été jusqu’ici satisfaisants et ne pouvaient lutter de
précision avec ceux que procure la densité. Les distillats de vins
contiennent en effet, & coté de I'alcool, d’autres susbtances
volatiles, dont le pouvoir réfringent s’ajoute a celui de I'alcool.
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