
Sur les réactions de la peroxydase purifiée par
ultrafiltration

Autor(en): Bach, A.

Objekttyp: Article

Zeitschrift: Archives des sciences physiques et naturelles

Band (Jahr): 42 (1916)

Persistenter Link: https://doi.org/10.5169/seals-743278

PDF erstellt am: 21.07.2024

Nutzungsbedingungen
Die ETH-Bibliothek ist Anbieterin der digitalisierten Zeitschriften. Sie besitzt keine Urheberrechte an
den Inhalten der Zeitschriften. Die Rechte liegen in der Regel bei den Herausgebern.
Die auf der Plattform e-periodica veröffentlichten Dokumente stehen für nicht-kommerzielle Zwecke in
Lehre und Forschung sowie für die private Nutzung frei zur Verfügung. Einzelne Dateien oder
Ausdrucke aus diesem Angebot können zusammen mit diesen Nutzungsbedingungen und den
korrekten Herkunftsbezeichnungen weitergegeben werden.
Das Veröffentlichen von Bildern in Print- und Online-Publikationen ist nur mit vorheriger Genehmigung
der Rechteinhaber erlaubt. Die systematische Speicherung von Teilen des elektronischen Angebots
auf anderen Servern bedarf ebenfalls des schriftlichen Einverständnisses der Rechteinhaber.

Haftungsausschluss
Alle Angaben erfolgen ohne Gewähr für Vollständigkeit oder Richtigkeit. Es wird keine Haftung
übernommen für Schäden durch die Verwendung von Informationen aus diesem Online-Angebot oder
durch das Fehlen von Informationen. Dies gilt auch für Inhalte Dritter, die über dieses Angebot
zugänglich sind.

Ein Dienst der ETH-Bibliothek
ETH Zürich, Rämistrasse 101, 8092 Zürich, Schweiz, www.library.ethz.ch

http://www.e-periodica.ch

https://doi.org/10.5169/seals-743278


SUR LES

REACTIONS DE LA PEROXYDASE

PURIFlEE pur ultrafiltration
PAR

A. BACH

On sait que le Systeme oxydant Peroxydase peroxyde d'hy-
drogene agit, de meme que la phenolase (laccase), sur trois

groupes difierents de corps chimiques: les phdnols, les amines

aromatiques et l'acide iodhydrique. Comme les ferments sont
censes etre specifiques, c'est-ä-dire, susceptibles d'agir sur une
seule susbstance ou, tout au plus, sur un seul groupe de

substances, 011 pouvait supposer que le ferment designe sous le norri
de Peroxydase etait en realite constitue par un melange d'au
moins trois ferments specifiques. Partant de cette idee, j'ai (')
institue une serie d'essais en vue d'isoler les ferments specifiques

de la Peroxydase, soit en vue d'en mettre en evidence

l'existence individuelle. Mais tous les essais ont donne jusqu'ä
present des resultats negatifs. Ni par 1'intervention des agents
physiques (chauffe fractionnee, precipitation fractionnee par
l'alcool), ni par Celle des agents chimiques (acides, alcalis, iode,
acide cyauhydrique, hydroxylamine, hydrazine) il n'a ete
possible d'abolir d'une faqon durable l'uue des fonctions de la
Peroxydase sans atteindre en meme temps les deux autres.

Jusqu'ä preuve du contraire, nous sommes done forces d'ad-
mettre que la Peroxydase n'est pas un ferment specifique dans

le sens qu'on attribue ordinairement ä ce mot. Toutefois, en y
regardant de plus pres, on constate que les trois groupes de

') Berichte Ch. Ges 1907, 40, pp. 230, 3185.
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corps susmentionnes ont cela de comrnun qu'ils renferment de

l'hydrogene mobile dans leur molecule:

On pourrait done dire que la Peroxydase a sa specificite qui
reside dans sa faculte de n'agir que sur l'hydrogene mobile inde-

pendamment de la nature chimique des corps qui le renferment.
Dans un travail anterieur ('), j'ai montre que, gräce ä un

ultrafiltre de construction tres simple, la Peroxydase peut etre
debarrassee de la presque totalite des cristalloldes solubles qui
l'accompagnent. II m'a paru interessant de rechercher si la

Peroxydase purifiee par ultrafiltration se comporte vis-ä-vis des

phenols et des amines aromatiques de la meme maniere que la
Peroxydase non-purifiee, en d'autres termes, si 1'elimination
des cristalloldes exerce une influence sur la propriete de la
Peroxydase d'accelerer l'oxydation de l'hydrogene mobile de ces

deux groupes de corps par le peroxyde d'hydrogene.
Pour ces recherches, je me suis servi d'un extrait obtenu en

faisant macerer 3 kg. de raifort reduit en pulpe avec 3 litres
d'eau pendant 3 jours ä la temperature ordinaire, exprimantet
filtrant. Pour eviter l'alteration des colloides qui se produit
toujours lorsqu'on precipite les extraits par Palcool, je me suis

decide ä soumettre directement 1'extrait obtenu ä l'ultrafil-
tration, apres en avoir reserve une partie pour des essais ulte-
rieurs. II convient de remarquer que les extraits de Peroxydase
se conservent pendant des annees si Ton a le soin de les bien
saturer de toluene. Le passage de 3 litres d'extrait ä travers
l'ultrafiltre a dure pres de 4 mois. Le residu colloidal
obtenu sur l'ultrafiltre a ete lave avec 1 litre d'eau saturee de

toluene et finalement redissous dans 300 cc. cubes d'eau et filtre
sur un filtre ordinaire pour separer les colioldes qui se sont
coagules spontanement. 1 cc. de cet extrait de Peroxydase
ultrafiltree correspondait done ä 10 cc. d'extrait initial. L'ex-
trait ultrafiltre renfermait 1,72 mg. de matiere solide par
centimetre cube. Avec du pyrogallol et du peroxyde d'hydrogene

Phenols
Amines aromatiques
Acide iodhydrique

Ar • O H
Ar • N H2,

J!H

i) Berichte Ch. Ges., 1907, 47.
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en exces, il a fourni 89 mg. de purpurogalline par milligramme
de fermeut sec. II etait parfaitement neutre au tournesol et ä

la phenolphtaleine. Pour determiner sa veritable teneur en ions

d'hydrogene, j'ai employe la methode de Bredig basee sur l'hy-
drolyse de l'ether diazoacetique en azote libre et ether glycol-
lique, hydrolyse qui est en raison directe de la quantite d'ions
d'hydrogene en presence dans un liquide. Plusieurs essais ont
demontre que la teneur en ions d'hydrogene de l'extrait purifie
par ultrafiltration ne depassait pas sensiblement Celle de l'eau
employee. L'extrait primitif etait franchement acide au
tournesol.

10 cc. d'extrait ultrafiltre ont ete ramenes ä la dilution
initiale par l'addition de 90 cc. d'eau et, avec l'extrait ainsi dilue
et l'extrait initial non purifie, des experiences d'oxydation
comparatives out ete institutes en employant, en presence de per-
oxyde d'hydrogene, comme substrats les substances suivantes :

phenol, ga'iacol, hydroquinone, pyrogallol, orcine, aniline, di-
methilaniline, diethylauiline, benzidine et p-phenylenediamine.
II va de soi que les experiences ont ete eft'ectuees dans des

conditions aussi identiques que possible. Les resultats sont consi-

gnes dans le tableau de la page suivaute.
On voit que, pour les 4 premiers phenols, il n'y a pas de

difference appreciable entre l'extrait initial et l'extrait ultrafiltre.
Mais, en ce qui concerne lecinquieme phenol, l'orcine, l'extrait
ultrafiltre a donne une Oxydation normale et l'extrait initial
n'en a donne aucune. Par contre, avec les amines aromatiques,
c'est l'extrait initial qui a fourni des resultats normaux et l'extrait

ultrafiltre qui a donne des resultats negatifs. Cette difference
est incontestablement due ä la teneur differente des extraits en

ions d'hydrogene et au role que ceux-ci jouent dans l'oxydatiou
des differents substrats. J'ai dejä mentionne que l'extrait initial
rougissait franchement le tournesol, taudis que la teneur en

ions d'hydrogene de l'extrait ultrafiltre ne depassait pas celle
de l'eau employee. Or, parmi les substrats, le phenol, legalacol,
l'hydroquinone et le pyrogallol s'oxydent bien en solution alca-

line et neutre, mais ils supportent encore une acidite notable
du milieu oxydant. Aussi les deux extraits ont-ils donne les

memes resultats avec ces phenols. L'orcine s'oxyde en milieu
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alcalin et neutre, mais reste inaltere eu milieu tant soit peu
acide, et c'est pourquoi l'extrait initial a donne un resultat
negatif. Par contre, les amines aromatiques ne fournissent leurs
produits d'oxydation caracteristiques qu'en milieu acide. L'extrait

ultrafiltre, parfaitement neutre, n'a done pu produire
l'oxydation normale de cette categorie de substrats. Mais apres
avoir ete acidule par l'acide acetique, il a fourni les memes
resultats que l'extrait initial.

Substrats Extrait initial Extrait ultrafiltre

Phenol. Rouge-brun, brun fonce, Rouge-brun, brun fonce,

depöt brun sale. depot brun sale.
Ga'iacol. Brun, rouge-brun, Brun, rouge-brun,

depot rouge-noir. depöt rouge-noir.
Hydroquinone. Rose violace,rouge,brun, Rose violace,rouge,brun,

depot vert-noir. depot vert-noir.
Pyrogallol Jaune-brun, brun fonce, Jaune-brun, brun fonce,

depöt rouge orange. depöt rouge orange.
Orcine. Incolore. Rose violace, rouge-brun

fonce, depot brun.
Aniline. Violet. Jaune brunatre,

depot.
Dimethylaniline. Jaune, brun,vert,violet, Presque incolore.

depot violet.
Diethylaniline. Möme succession Incolore.

de couleurs.
Benzidine. Bleu intense, Brun violace.

depöt bleu.
p-phenylenediamine. Violet intense, brun. Rouge Bordeaux.

II resulte de toutes ces experiences que l'etat du milieu joue
un role considerable dans les reactions d'oxydation declanchees

par la Peroxydase et qu'on s'expose ä des erreurs graves en
11'en tenant pas suffisamment compte.

En possession d'une Peroxydase purifiee et tres active, j'ai
cherche ä elucider quelques autres questions touchant ä Paction

de ce ferment et notamment l'infiuence que la substitution
dans le groupe aromatique des phenols exerce sur leur oxyda-
bilite par le Systeme Peroxydase + peroxyde d'hydrogene. Des
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experiences d'oxydation ont ete institutes avec les 4 termes sui-
vants de la serie de l'orthocresol:

HO HO HO

,/\ch3 /Nch.-oh /Nchou 0 0
o-Cresol Saligenine Aldehyde salicylique

Lorsqu'on traite de l'o-cresol et de la saligenine par un
melange de Peroxydase et de peroxyde d'hydrogene, les liquides
se colorent en jaune, virent bientot au brun t'once et au rouge
brun et laissent deposer finalement une masse resineuse brun
rouge, insoluble dans l'eau, peu solubles dans 1'ether, aisement
soluble dans l'alcool. Dans les mtmes conditions, l'aldehyde
salicylique n'est point attaquee par le Systeme Peroxydase
-J- peroxyde d'hyrogene. Mais si Ton alcalinise legerement le
liquide au moyen de phosphate dipotassique, l'oxydation suit
le meme cours que dans le cas de l'o-cresol et de la saligenine.
On obtient un liquide brun fonce qui, neutralise par un acide

etendu, fournit un precipite brun rouge insoluble dans l'eau,
soluble dans l'alcool. Pour ce qui est de l'acide salicylique, il
n'est attaque par le Systeme Peroxydase + peroxyde d'hydrogene

ni en solution acide, ni en solution neutre, ni en solution
alcaline. On voit done que tant qu'il reste de l'hydrogene lie au
carbone dans le groupe substituant, l'oxydation se produit.
Quand il y a trois ou deux atomes d'hydrogene au carbone,

l'oxydation peut avoir lieu en milieu neutre. Quand il n'en reste

qu'un seul (aldehyde salicylique), les deux autres ayant ete

remplaces par un atome d'oxygene, il faut un apport d'ions OH

ou d'ions equivalents pour mettre en ceuvre l'oxydation. Quand
le substituant est le groupe carboxyle, il n'y a plus d'oxydation
quel que soit le milieu. Des resultats analogues ont ete obtenus

avec la serie para.
Des groupes nitro introduits dans le phenol soit en ortho, soit

en para empechent egalement toute oxydation par le Systeme

Peroxydase + peroxyde d'hydrogene.
La signification theorique de ces faits ne saurait encore etre

discutee utilement pour le moment. J'ajouterai que, dans l'oxy-

HO

Acide salicylique
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dation de l'o-cresol et de la saligenine, j'ai constate la production

d'acide formique caracterise ä l'etat de sei d'argent, ce

qui prouve que l'oxydation amene la dislocation de la chafne

laterale. Je n'ai pas trouve de quantites appreciates d'anhy-
dride carbonique. Malheureusement, l'etude de ces reactions
n'est pas facile en raison des grandes quantites de Peroxydase
qu'il faut employer pour obtenir des produits d'oxydation en

quantite süffisante pour une etude chimique. Quand on met
quatre mois ä preparer quelques decigrammes de ferment puri-
fie, on est forcement parcimonieux. Neanmoins, j'ai sacrifie 3

decigrammes de mon ferment le plus pur et le plus actif pour
trancher la question de savoir si l'alcool ethylique est oxyde par
le Systeme Peroxydase -j- peroxyde d'hydrogene. Les experiences

ont ete faites en presence de- carbonate de cbaux pour neu-
traliser les acides qui pourraient s'etre formes au cours de

l'oxydation. Comme resultat, je n'ai obtenu ni aldehyde aceti-

que, ni acide acetique, ni aucun autre acide organique. Etpour-
tant la quantite d'oxydant mis en oeuvre aurait suffi pour oxy-
derplusieurs grammes de pyrogallol en purpurogalline. Je crois
done pouvoir affirmer que l'alcool ethylique n'est pas attaque
par le Systeme Peroxydase -)- peroxyde d'hydrogene. Dans les

etres vivants, cet alcool est-il oxyde par une oxydase specifique,
une « alcooloxydase »? Pour ma part, j'en doute fort. Par ana-
logie avec une autre oxydase soit-disant specifique, la «tyrosi-
neoxydase » qui s'est trouvee etre un melange de deux ferments

non-specifiques, je suis porte ä croire que l'alcooloxydase est

egalement un melange de deux agents dont 1'un fait subir ä

l'alcool une transformation qui le rend susceptible d'etre oxyde

par 1'autre. J'espere pouvoir revenirsur cette question dansun
travail ulterieur.
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