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C. Radouco-Thomas et Ed. Frommel. — De la détermina-
tion de lactivité des cholinestérases. Mesure électrométrigue a

pH constant.

Dans un travail antérieur [4, 6], nous avons présenté un
microtitrimétre pour la mesure électrométrique de l'activité
des cholinestérases qui, grace a l'utilisation d’une électrode
combinée et d’'un systeme d’agitation magnétique, permet
d’effectuer des dosages avec de tres petites quantités de substrat
(1-2 ml).

Nous avons également essay¢ de résoudre un second pro-
bleme de cette méthode, a savoir le maintien du mélange
enzyme-substrat & un pH strictement constant.

La plupart des expérimentateurs ramenent le pH & la
valeur choisie par un écoulement discontinu de soude; ces
techniques entrainent des oscillations du pH autour de cette
valeur. Stedman et White [8] neutralisent toutes les cinq mi-
nutes I'acide acétique formé; la réaction s’effectue donc cons-
tamment en milieu acide par rapport au pH mentionné. Sanz[7],
Delaunois et Casier [2, 3], au contraire, ajoutent toujours un
léger exces de soude et chronomeétrent le temps nécessaire pour
le retour de I'indicateur au pH choisi; leurs déterminations se
font donc en milieu légérement alcalin.

Par l'utilisation de Il'ultramicroburette décrite dans un
travail antérieur [5], nous pouvons déterminer un écoulement
excessivement faible, mais continuel de soude. La solution étant
elle-méme tres diluée (0,005 N), 'apport controlable de soude
est infinitésimal (1 ul = 2 v NaOH) et peut étre amené a
correspondre exactement a la quantité d’acide acétique prove-
nant de I’hydrolyse enzymatique (20-80 ul NaOH par minutes)
ou méme de I’hydrolyse spontanée du substrat (2-3 pl NaOH
par minute). Avec un peu de pratique, on arrive a régler la
vitesse de 1'écoulement de la soude de maniére & maintenir
completement immobile I'aiguille de I'indicateur potentio-
métrique; toute la mesure s’effectue donc a un pH rigoureuse-
ment constant.
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A des intervalles de temps réguliers (chaque minute, chacue

quinze ou trente secondes), on lit les wl de NaOH utilisés. Le
dosage, qui peut commencer dés la premiére minute qui suit le

pi! NaOH.
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Fig. 1.

Activité des cholinestérases.

En abscisse: le temps en minutes; en ordonnée: pl NaOH 0,005 N.
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Hydrolyse spontanée de la benzoylcholine (chlorure);

Hydrolyse spontanée de P'acétylcholine (iodure); _

Hydrolyse de I’acétylcholine par la cholinestérase du plasma;:

Hydrolyse de I’acétylcholine par la cholinestérase des érythro-
cytes;

Hydrolyse de I’acétylcholine par la cholinestérase du cerveau;

Hydrolyse de la benzoylcholine par la cholinestérase du foie.

La concentration du substrat a été dans toutes les mesures effectuces

de 0,011 M.



SEANCE DU 4 JuiNn 1953 163

mélange enzyme-substrat peut étre terminé en 2-5 minutes.
Sur un graphique, ces points s’alignent pratiquement sur une
ligne droite. Néanmoins, pour extrapoler les résultats, nous
avons utilisé la méthode statistique des régressions. L’écart
entre les résultats graphiques et algébriques est tres faible.

Dans la figure 1, nous présentons les résultats obtenus pour
I'hydrolyse spontanée de I'iodure d’acétylcholine et son hydro-
lyse par les cholinestérases du plasma, des érythrocytes et du
cerveau, ainsi que pour I'hydrolyse spontanée de la benzoyl-
choline et son hydrolyse par l'estérase du foie (Cobaye).

Ces diverses mesures ont été effectuées, non au pH opti-
mum [1] des cholinestérases Acétylcholinestérase pH = 84
Butyrocholinestérase pH = 7,5-8, mais au pH = 7,7 ou nous
avons trouvé un rapport hydrolyse enzymatique/hydrolyse
spontanée suffisamment élevé.

En résumé, I'appareillage et la technique adoptés per-
mettent d’effectuer la mesure électrométrique de V'activité des
cholinestérases avec de trés petites quantités de substrat
et & un pH rigoureusement constant.
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C. Radouco-Thomas, S. Radouco-Thomas et Ed. From-
mel.

Ultramicroburette pour des dosages volumétriques.

Nous présentons une ultramicroburette que nous avons
construite et que nous utilisons couramment pour certaines
mesures de 'activité enzymatique.
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