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C. Radouco-Thomas et Ed. Frommel. — De la determination

de Vactivite des cholineslerases. Mesure electrometrique ä

pH constant.

Dans un travail anterieur [4, 6], nous avons presente un
microtitrimetre pour la mesure electrometrique de l'activite
des cholinesterases qui, grace ä l'utilisation d'une electrode
combinee et d'un Systeme d'agitation magnetique, permet
d'effectuer des dosages avec de tres petites quantites de substrat
(1-2 ml).

Nous avons egalement essaye de resoudre un second pro-
bleme de cette methode, ä savoir le maintien du melange
enzyme-substrat ä un pH strictement constant.

La plupart des experimentateurs ramenent le pH ä la
valeur choisie par un ecoulement discontinu de soude; ces

techniques entrainent des oscillations du pH autour de cette
valeur. Stedman et White [8] neutralisent toutes les cinq
minutes l'acide acetique forme; la reaction s'effectue done cons-
tamment en milieu acide par rapport au pH mentionne. Sanz [7],
Delaunois et Casier [2, 3], au contraire, ajoutent toujours un
leger exces de soude et chronometrent le temps necessaire pour
le retour de l'indicateur au pH choisi; leurs determinations se

font done en milieu legerement alcalin.
Par l'utilisation de l'ultramicroburette decrite dans un

travail anterieur [5], nous pouvons determiner un ecoulement
excessivement faible, mais continuel de soude. La solution etant
elle-meme tres diluee (0,005 N), l'apport controlable de soude

est infinitesimal (1 p.1 2 y NaOH) et peut etre amene ä

correspondre exactement ä la quantite d'acide acetique prove-
nant de l'hydrolyse enzymatique (20-80 p.1 NaOH par minutes)
ou meme de l'hydrolyse spontanee du substrat (2-3 p.1 NaOH

par minute). Avec un peu de pratique, on arrive ä regier la
vitesse de l'ecoulement de la soude de maniere ä maintenir
completement immobile l'aiguille de l'indicateur potentio-
metrique; toute la mesure s'effectue done a un pH rigoureuse-
ment constant.
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A des intervalles de temps reguliers (chaque minute, chacue
quinze ou trente secondes), on lit les p.1 de NaOH utilises. Le
dosage, qui peut commeneer des la premiere minute qui suit le

fit NaOH.

OßOS N.

Flg. 1.

Activite des cholinesterases.
En abscisse: le temps en minutes; en ordonnee: p.1 NaOH 0,005 N.
a Hydrolyse spontanee de la benzoylcholine (chlorure);
b Hydrolyse spontanee de l'acetylcholine (iodure);
d Hydrolyse de l'acetylcholine par la Cholinesterase du plasma:
e Hydrolyse de l'acetylcholine par la Cholinesterase des erythro¬

cytes ;

/ Hydrolyse de 1 acetylcholine par la Cholinesterase du cerveau;
g Hydrolyse de la benzoylcholine par la Cholinesterase du foie.
La concentration du substrat a 6t6 dans toutes les mesures effectuees

de 0,011 M.
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melange enzyme-substrat peut etre termine en 2-5 minutes.
Sur un graphique, ces points s'alignent pratiquement sur une

ligne droite. Neanmoins, pour extrapoler les resultats, nous

avons utilise la methode statistique des regressions. L'ecart
entre les resultats graphiques et algebriques est tres faible.

Dans la figure 1, nous presentons les resultats obtenus pour
l'hydrolyse spontanee de l'iodure d'acetylcholine et son liydro-
lyse par les cholinesterases du plasma, des erythrocytes et du

cerveau, ainsi que pour Thydrolyse spontanee de la benzoyl-
choline et son hydrolyse par l'esterase du foie (Cobaye).

Ces diverses mesures ont ete effectuees, non au pH
optimum [1] des cholinesterases Acetylcholinesterase pH 8,4

Butyrocholinesterase pH 7,5-8, mais au pH 7,7 oil nous

avons trouve un rapport hydrolyse enzymatique/hydrolyse
spontanee suflisamment eleve.

En resume, l'appareillage et la technique adoptes per-
mettent d'effectuer la rnesure electrometrique de l'aetivite des

cholinesterases avec de tres petites quantites de Substrat

et a un pH rigoureusement constant.
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C. Radouco-Thomas, S. Radouco-Thomas et Ed. Frommel.

— Ultramicrobureite pour des dosages volumetriques.

Nous presentons une ultramicroburette que nous avons
construite et que nous utilisons couramment pour certaines

mesures de l'aetivite enzymatique.
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