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Fernand Chodat. — Sur V importance des points isoeleclriques
dans la preparation et dans l'activite des ferments.

Dans la methode classique de preparation des ferments
solubles, on substitue par addition d'aloool, au milieu aqueux,
un milieu hydro-alcoolique de concentration elevee. Ge change-
ment de solvant determine une insolubilisation des protides et
matieres accessoires, anterieurement disperses dans l'extrait
aqueux; l'insolubilisation s'acheve par une sedimentation des

colloides vecteurs du pouvoir diastasique. La quantite d'alcool
necessaire pour precipiter la totalite des protides et matieres
accessoires est tres variable.

Desireux de preciser les conditions de la precipitation al-

coolique des ferments, nous avons determine dans la premiere
partie de cette etude, le rapport existant entre l'acidite actuelle
de la liqueur mere de ferment et la floculabilite (Entmischung)
de ses composants coiloidaux.

La methode consiste ä diviser la liqueur mere de ferment en

parts egales, et ä conlerer ä cliacune d'entr'elles une acidite

particuliere. Cet ajustement du liquide ä un pH defini s'obtient
en ajoutant prudemment un acide dilue (chlorhydrique ou ace-

tique) ou une base (NaOH). Dans ce cas on mesure le pH final
au moyen d'indicateurs. Un deuxieme proeede consiste ä me-

langer un volume de la liqueur mere de ferment ä un volume

superieur (2 ä 5 fois) d'une solution-tampon (Sorensen) de pH
connu. Quasi immediatement dans le premier proeede, au bout
d'un temps plus long dans le second, on communique aux
liquides ferments des acidites allant du pH 3.6 au pH 8.3.

Get ajustement determine ä lui tout seul des fluctuations dans

la solubilite des colloides de la liqueur mere de ferment. Ces

fluctuations etant paralleles ä Celles observees pour la floculabilite

des mem,es corps par l'alcool, nous nous bornons dans

cette note, ä mentionner le second phenomene.
La floculation s'effectue dans des cylindres de verre par addition

d'un meme volume d'alcool inferieur (3 a 10 fois) ä celui
des echantillons variant par leur pH. On observe alors des maxi-
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mum, des minimum et des termes intermediaires de flocula-
bilite. Au maximum la separation est rapide, souvent immediate:
des flocons grossiers se forment et ne tardent pas ä se sedimenter

en un depot tasse; le liquide surnageant atteint le maximum de

limpidite.
Au minimum de floculabilite, seule l'opalescence de la liqueur

est augmentee. L'evaluation de ces floculations se fait par la

pesee des depots recueillis apres filtration, par la mesure de la

hauteur du sediment et le temps necessaire pour atteindre l'equi-
libre entre le liquide surnageant et le sediment. Le terme flo-

culation etant l'objet d'une controverse, nous preferons adopter
la notion inverse, c'est-ä-dire dispersion en milieu hydro-al-
coolique. Nos experiences ont porte sur les liqueurs meres de

ferment suivantes: extraits aqueux de malt pour la saccharo-

genase, d'amandes douces pour la prunase, de foie de boeuf pour
la catalase, de pelures de pommes de terre pour la tyrosinase.
Ces extraits representent des complexes de colloides, principa-
lement des protides. Les nombres des maximum et des minimum
demeurent les memes pour chaque extrait, mais varient de l'un
k l'autre comme on peut le voir sur la table n° I:

Table I.

Minimum de dispersion aux pH

Saccharogenase
liqueur mere 4.1 -4.6 — —
id. purifiee 4.1 — —

Prunase
liqueur mere 4.7 5.9-6.1 —

id. purifiee — 5.3 —

Tyrosinase
liqueur mere 4.4 5.3 6.2

id. purifiee — 5.3 —

Catalase
liqueur mere 4.1 5.6-5.9 6.8

id. purifiee — 5.3 —
Serum hemolyse 4.5 5.6-5.9 6.8

Points isoelectriques 4.8 5.4 6.75

albumine globuline hemoglobine
du serum
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Nous avons interprets les minimum de dispersion en milieu
hydro-alcoolique comme les indices de points isoelectriques. On
sait en effet, que pour une certaine acidite actuelle unique et

particuliere ä chaque collolde electrolyte amphotere, ces corps
atteignent un etat critique, le point isoelectrique, caracterise

par un minimum des proprietes de pression osmotique, de gon-
flement, de viseosite et de dispersion en milieu hydro-alcoolique.

Anticipant alors sur les confirmations, nous disons que la

pluralite des points isoelectriques observee pour une meme

liqueur mere de ferment, correspond au nombre des eolloldes

electrolytes amphoteres qui sont disperses dans l'extrait. 11 nous
fut alors aise d'homologuer les pH correspondant au premier
minimum de dispersion (4.1 pour la saccharogenase, 4.7 pour la

prunase, 4.1 pour la catalase, 4.4 pour la tyrosinase) ä la zone
de pH caracterisant les points isoelectriques des albumines
(4.5-4.8). Les pH que nous enregistrons pour le deuxieme
minimum (prunase 5.9-6.1, catalase 5.6-5.9, tyrosinase 5.3),
furent assimiles aux points isoelectriques des globulines dont
la zone oscille autour de la valeur pH 5.4. Le troisieme minimum

tres net offert au pH 6.8 par l'extrait de foie, fut attribue
ä la presence d'hemoglobine. Pour confirmer cette derniere
hypothese, et d'un meme coup comparer nos resultats ä ceux
obtenus sur un melange de colloides electrolytes amphoteres
de composition connue, nous avons soumis au meme traitement
un serum (genisse) intentionnellement hemolyse. Ce liquide
fournit 3 minimum de dispersion pour les reactions: pH 4.5,
5.6-5.9, 6.8; en vertu des phenomenes de protection de l'albu-
mine du serum par la globuline, le point isoelectrique de cette
derniere apparut plus vite et plus intensement que celui de l'al-
bumine; l'hemoglobine manifesta son point isoelectrique ä

pH 6.8 ce qui est d'ailleurs conforme ä la mesure qu'en a faite
-Michaelis: 6.75.

Nous montrons dans cette etude, que la recherche des points
isoelectriques peut servir de methode analytique d'un complexe
de protides colloi'daux.

Les types et la proportion des protides reconnus par
Osborne dans les tissus d'orge, d'amande, etc., concordent avec
les resultats de nos analyses isoelectriques.
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Bien que chaque liqueur mere de ferment contienne plu-
sieurs protides, un seul parmi eux fonctionne comme vecteur
du ferment. En repetant les precipitations suivies de filtra-
tions, on peut, en effet, purifier les liqueurs meres de ferments
jusqu'ä n'avoir plus qu'un seul point isoelectrique. Le plus
soluble parmi les protides du complexe, precipitera en effet le

dernier. Cette purification nous a fourni pour la saccharogenase
un unique protide de point isoelectrique 4.1; nous le conside-

rons comme une albumine. Pour la prunase, la catalase, la

tyrosinase, des purifications analogues ont conduit a 3 protides
finaux et uniques, caracterises tous par un point isoelectrique
tres net pour le pH 5.3. Nous avons assimile ces corps k des

globulines. Ces derniers precipitins sont tous vecteurs du pouvoir
ferment.

Nous avons compare, dans la seconde partie de notre etude,
l'activite diastasique des echantillons d'un meme ferment, ne
differant les uns des autres que par facidite acquise au cours
de la maceration ä clifferents pH.

Au debut, nous partions des liqueurs meres de ferment «ajus-
tees »; la precipitation alcoolique etant plus ou moins complete
suivant la reaction, nous ajoutions ä chaque part un exces d'al-
cool de maniere k recueillir la totalite des colloides precipitables.
Au lieu de partir des liqueurs meres de ferments, nous nous
sommes adresses, dans une technique ulterieure, aux ferments

eux-memes. Ces poudres ont ete redispersees dans l'eau, la fausse

solution divisee en parts egales auxquelles furent conferees,
suivant les procedes susdecrits, des reactions differentes. On

reprecipite par l'alcool, et des poids egaux des ferments ainsi
traites sont disperses dans l'eau pour constituer les solutions
ferments. Cette purification oblige ä travailler avec de tres

petites quantites, mais augmente la precision des recherches.
Nous avons fait agir ces ferments dans des conditions

optimales de temperature et de reaction du milieu. L'activite fut
evaluee pour la saccharogenase par la quantite de sucre reduc-
teur (titration au Fehling) formee par la saccharification de

l'empois d'amidon et de l'amidon soluble. Pour la prunase on
mesure par la meme methode la glucose fournie par hydrolvse
de la salicine. L'activite de la catalase est donnee par le volume
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de 02 (cm3) degage pendant les dix premieres minutes d'activite
sur H202. line evaluation colorimetrique fut employee pour
la tyrosinase.

Table II.
Ferments prepares aux pH suivants:

Saccharogenases 3.6 4.1 4.6 5.1 5.9 6.6

Activite 0 4 13 14.2 15 14.2

Prunases 4 5.3 6.4 7

Activite 5.5 10.7 8.7 7.7

Catalases 3.9 4.4 4.8 5.3 5.9 6.2 6.6

Activite 19.9 50 69.6 29.3 22.7 18.8 16.5

Tyrosinases 3.9 4.4 4.8 5.3 5.9 6.2 6.6

Activite — — — + + + +

L'examen de la table 2 montre que pour la saccharogenase il
n'y a de ferments actifs que ceux prepares ä un pH superieur ä

4.1, qui correspond precisement au point isoelectrique du protide
vecteur de ce ferment. Pour la tyrosinase de meme, il n'y a de

ferment actif, au point de vue de la formation de cresol-azur ä

partir d'un Systeme paracresol-glycocolle, que ceux prepares a

un pH superieur ä 5.3, qui correspond precisement au point
isoelectrique du protide vecteur du ferment. Pour la catalase,
il n'y a de ferments tres actifs que ceux prepares ä un pH infe-
rieur k 5.3, qui correspond precisement au point isoelectrique
du protide vecteur de ce ferment. Pour la prunase le maximum
d'activite correspond au point isoelectrique 5.3 du protide
vecteur de ce ferment. Quelle que puisse etre Interpretation ulte-
rieure de ces phenomenes, il n'en reste pas moins, que le point
isoelectrique du protide vecteur du pouvoir ferment represente
dans trois cas une limite au dela de laquelle le ferment se trouve
sinon totalement, tout au moins fortement inactive, et dans

un quatrieme cas l'etat optimal pour l'activite du ferment. Ces

constatations ouvrent un champ nouveau ä l'etude du meca-
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nisme de Faction enzymatique qui dependrait largement du
signe de la charge du protide vecteur du pouvoir ferment.

Rappelons que la charge d'un protide change lorsqu'il francliit
son point isoelectrique; ce phenomene electrique n'est autre
chose que la manifestation du bloquage des groupes fonctionnels
acides pour un pH inferieur ä celui du point isoelectrique et
des groupes fonctionnels basiques pour un pH superieur ä celui
du point isoelectrique. Cette capacite de fixer des anions au-
dessous du point isoelectrique et des cations au-dessus, devient
singulierement suggestive lorsque le protide est vecteur d'un
ferment dont l'activite est etroitement liee au point isoelectrique
lui-meme. Cette hypothese de travail orientera de nouvelles
recherches sur le meme sujet.

-V. B. — Une etude plus detaillee sera publiee pour justifier
les conclusions que nous exposons dans cette note preliminaire.

(Laboratoire de Ferments et Fermentations de

rInstitut de Botanique de l'Universite de Geneve.)

R. Wavre. — Sur la stratification des planetes et Vequation de

Fredholm.

Le but de cette note est d'indiquer que l'equation de Fredholm
ä laquelle peut se ramener le probleme de la stratification des

planetes possede un noyau symetrisable. La demonstration sera

publiee dans les Archives des sciences physiques et naturelles,
N° de mai-juin 1927.

P. Balavoiue. Dosage rejraclometrique de Valcool des produits
de fermentation.

Au lieu de la determination usuelle par voie pycnometrique
du degre alcoolique des distillats de vins, etc., on a dejä tente
d'utiliser le pouvoir refringent de ces solutions. Les resultats
n'ont pas ete jusqu'ici satisfaisants et ne pouvaient lutter de

precision avec ceux que procure la densite. Les distillats de vins
contiennent en effet, a cöte de l'alcool, d'autres susbtances

volatiles, dont le pouvoir refringent s'ajoute ä celui de l'alcool.
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