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AUBEL, ROSENBERG ET DE CHEZELLES 1 ont montr~, en ~tudiant l'influence de l'air 
sur les ana6robies stricts, la d~samination de la L-alanine, h l'air, par Cl. sporogenes, 
et ROSENBERG 2 a constat~ la d6samination de la L-alaninc, h l'air, par Cl. saccharobuty- 
ricum. Ce m~me auteur 3 a expliqu6 cette d6samination oxydative par l'interventioi1 de 
la L-aminoacide-oxydase, avec, pour consequence, l'influence 16thale de l'oxyg~ne sous 
forme d'eau oxyg6n6e. Dans le pr6sent travail nous montrons que les suspensions de Cl. 
sporogenes et de Cl. saccharobutyricum lav6s sont capables de d~saminer un grand hombre 
d'acides amin6s par voie oxydative, en presence d'air, doric dans des conditions non 
physiologiques pour des ana~robies stricts. Ce fait est d 'autant plus remarquable que 
ces clostridies n 'at taquent  que tr~s peu d'acides amin6s en anadrobiose, la plupart de 
ceux-ci 6tant d6grad6s par la r6action de STICKLAND pour Cl. sporogenes et par la transa- 
mination via ac. glutamique ou ac. aspartique pour Cl. saccharobutyricum 4. D'une ma- 
nitre g6n6rale, il est connu que les clostridies n 'at taquent  que peu d'aminoacides. 

Au cours de ce travail nous avons essay~ dix aminoacides avec les suspensions de 
Cl. sporogenes lard et treize avec les suspensions de Cl. saccharobutyricum lay6. Cinq 
ont ~t6 d6samin6s avec absorption d'oxyg~ne par Cl. sporogenes et six par Cl. saccharo- 
butyricum. Les bilans d'oxyg~ne absorb6 et d'ammonia, lue d~gag6 ont ~t~ 6tablis. Les 
2-4 dinitroph~nylhydrazones de quatre acides c6toniques form6s ont 6t6 isol6es. On 
a montr6 la formation de l'eau oxyg6n6e au cours de la d~samination oxydative pout 
Cl. sporogenes," pour Cl. saccharobutyricum, cette question n'est pas rt~solue. Nous em- 
ployons le terme L-aminoacide oxydase pour ddsigner l 'enzyme catalysant la d~samina- 
tion oxydative, avec consommation d'oxyg~ne, des acides amin6s naturels par les sus- 
pensions des deux clostridies. Nous ferons remarquer que les ph6nom~nes que nous 
d6crivons sont observds avec les bactdries intactes et que l'existence des enzymes in- 
voqu~es dans le present travail ne sera compF~tement justifi6e qu'apr~s isolement 5. 
l'~tat pur. 
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PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Techniques 

I. Preparation des suspensions bact~riennes. Les cultures de C1. sporogenes et de 
Cl. saccharobutyricum sur bouillon de eceur de cheval ou de boeuf non glucos6, ~g~es 
de 15-16 heures, sont centrifug6es et le culot bact~rien lay6 une fois avec NaC1 ~ 90/oo. 
On recentrifuge et on amine la suspension bact6rienne ~ la dilution d6sir6e avec les 
solutions de NaC1 k 90]oo. 

2. A cides amines. Les acides amines utilis6s sont des produits HOFFMANN-LA ROCHE. 
3. Mesure d'absorption d'oxyg~ne. Les mesures d'oxyg~ne consomm6 sont faites 

pax la m6thode manom6trique de WARBORG. La composition des solutions dans les 
fioles est indiqu6e darts les tableaux respectifs. En presence de KCN le logement central 
contient le m~lange de KREBS 5. La r~action termin6e, le contenu de la fiole est d~pro- 
t6inis6e avec un volume 6gal d'ac. trichlorac6tique ~ 8 %, et des prises aliquotes sont 
pr~lev~es pour le dosage d'ammoniaque, L'ammoniaque est dos~ dans l'appareil de 
PARNAS ET HELLER,  par nessl6risation, pour Cl. sporogenes et selon la m~thode de 
RAYNAUD ET GROS ~ pour Cl. saccharobulyricum. 

4. Pour l'isolement et la caract~risation des acides c6toniques, voir le protocole 
d'exp~rience. 

5. La catalase a 6t6 pr6pax6e par la m~thode de KEILIN ET HARTREE ~. 

R~SULTATS 

I. Cl. Sporogenes 

La Fig. I montre la consommation d'oxyg~ne en fonction du temps pax une quantit~ 
croissante de suspension microbienne seule ou en presence d'une 
quantit~ constante de substrat (2o #M de L-alanine ---- 448 /tl). o/u0 
On volt sur les courbes I, 2 et 3 une diminution rapide de l'absol 
tion de l'oxyg~ne et ceci d~s le commencement, ce qui indiq 
une rapide destruction de l'enzyme. En effet, le substrat n'~ 
que faiblement oxyd~. La quantit~ de suspension employee da 
les courbes 4 et 5 est suffisante, malgr~ la destruction rapk 
pour que l'acide amin6 soit compl~tement oxyd6. C'est la rais 
pour laqueUe nous employons des suspensions denses. I1 faut 
maxquer la quantit6 importante d'ammoniaque lib~r6 dfi 
l'autolyse - -  jusqu' ~ 2 9 micromols - -  avec la suspension la pl 
dense sans substrat. Celle-ci est probablement responsable de 
destruction du syst6me enzymatique en question. On trouw 
dans la Fig. 2 les quantit6s d'oxyg~ne absorb6 et d'ammoniaq 
d6gag~ en fonction des quantit6s croissantes de bact6ries et 
pr6sence de L-alanine. Cette figure montre que m~me quand 
substrat est incompl6tement oxyd6, le rapport O2/NH 3 = 
comme dans le cas de l 'oxydation complete de l'amino-ack 

Fig. z. (Cl. sporogenes). Oxyda t ion  de la L(+)  a lanine:  0.2 ml = 448 
en  fonct ion de quant i t~s  eroissantes de suspension bact~rienne.  I) 3 
(poids see); 2) 6 rag; 3) 9 rag; 4) 12 rag; 5) 15 rag. Les courbes (2"), (3)  
e t  (5") repr+sentent  l ' absorpt ion d 'oxyg~ne sans subs t ra t  e t  cor respondent  

aux courbes 2, 3 e t  5, r espec t ivement .  
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TABLEAU I 
(Cl. sporogenes) 

RAPPORT ENTRE O,~ ABSORB]~ ET NII s DI~GAGI~ 
Les fioles de Warburg avec logemcnt lateral contiennent i.o ml de suspension (~5 nag (le poids see); 
aminoacide, correspondant ~. o.2 ml de solution M/lo tit" 1-aminoacide; tampon de phosphate (SOREN- 
SEN), m]I5 A PH 7-4. Volume: 3 nal. 0.2 ml KO|-[ ,~ io % dans le logement central ~tvcc papicr filtre. 
Gaz: air. T = 37 ° . Durde ioo minutes. 

. . . . . . . . . . .  l _ _  

O~ absorb6 NH a dOgag(' O= 
en micronlols ~H~ Substrat 

, . o  I 
I6"7 I I .II  
20 I.I 
22 0.82 
28 i 0.86 
26 I 0"85 
~3.3 0'47 
II.3 

4 ! 
4 
o I 
o I 

D-alanine . . . 1.2 
L-alanine . . . .  x8.8 
DL-alanine . . . 21.7 
L-leucine . . . .  i 8 
DL-isoleucine . . 24 
L-valine . . . .  22 
DL-m6thionine . 6. ° - 
L-ph~nylalanine 2.7 
L-tryptophane 3 
L-aspartate . . . 3 
L-histidine . . . o 
L-proline . . . .  o 

L e  T a b l e a u  I sy s t6ma t i s e  la  r e l a t i o n  e n t r e  l ' o x y g ~ n e  c o n s o m m 6  et  l ' a m m o n i a q u e  

d~gag6 a v e c  les d ix  ac ides  amin6s  essay6s.  
Les  suspens ions  de Cl. sporogenes lav6 d 6 s a m i n e n t  o x y d a t i v e m e n t  c i n q  ac. amio6s .  

Seuls  les a m i n o - a c i d e s  n a t u r e l s  son t  mdtabol is6s .  Ce son t  : l ' a l an ine ,  la va l ine ,  la leucine ,  

I 

i 

, 

t I ' ' 

3 6 9 /2 15 
m g  a~ t ~ C g r i n  

Fig. 2 (CI. sporogenes). Oxyg~nc ab- 
sorb~ (') et ammoniaque d+gag6 (+)  
cn millimol6cules, en fonction de quan- 
tit6s croissantes de suspension. (O t 
et  IN'H s de la suspension sans substrat 

d~falqu+) 

l ' i so leuc ine  et  la m6th ion ine .  La  ph~ny l a l an ine  

16 n ' a b s o r b e  q u ' u n  faible  q u a n t i t 6  d ' oxy~ne ,  mais  

elle est  f o r t e m e n t  d6samin~e.  Ce t t e  d 6 s a m i n a t i o n  
14 . . . . .  U o diff~re donc  de  celle des  e m q  amdes  amines  cl-dess s. 

- - 1 2 : ,  P o u r  l ' a lan ine ,  la va l ine ,  la  leucine  e t  l ' i so leucine ,  

~0~ le r a p p o r t  tool  oxyg6ne  abso rb~ /mo l  a m m o n i a q u e  
e o d~gag~ = I.  Ces ac ides  amin6s  a b s o r b e n t  donc  2 

• a t o m e s  d ' o x y g 6 n e  pa r  molecu le  d ' a m m o n i a q u e .  

Pa r  con t re ,  la m ~ t h i o n i n e  n ' a b s o r b e  q u ' u n  a t o m e  
~ d ' o x y g ~ n e  pa r  mol~cule  d ' a m m o n i a q u e .  Ceci sem-  

2 b le ra i t  i n d i q u e r  qu ' i l  y a diff~rents  e n z y m e s r e s p o n -  

sables  pour  la d 6 s a m i n a t i o n  des  dif f~rents  ac ides  

amin6.s. D a n s  le m ~ m e  sens, do l t  8tre  i n t e rp re t6  

le fa i t  que  le s~jour  ~t Fair ,  e n t r a i n e  des  per tes  

d ' a c t i v i t 6  no tab les ,  mais  s~lect ives.  Ainsi ,  de j eunes  
suspens ions  aprOs 6 heures  de s6jour  ~ la glaci6re,  
n ' a t t a q u e n t  p lus  q u e  l ' a l an ine ,  et  non  la leucine.  

a) Formation des acides a-c~toniques. N o u s  

a v o n s  isol6 les ac ides  a - c6 ton iques  c o r r e s p o n d a n t  aux  ac ides  a m i n e s  s u i v a n t s :  va l ine ,  

l euc ine ,  i so leucine ,  m~th ion ine .  
20 ml  d ' u n  m~lange  c o n t e n a n t  50o m i c r o m o l s  d ' a c ide  amin~  d a n s  du  t a m p o n  de  

p h o s p h a t e  M/I5 PH = 7 .0 et  une  suspens ion  c o r r e s p o n d a n t  ~ 2o m g  d ' a z o t e  b a c t 6 r i e n  
s o n t  agi t6s  ~. Fa i r  k 37 °. Lo r sque  t o u t e  c o n s o m m a t i o n  d'O= a cess~, on d6prot6in ise .  
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TABLEAU II 
Analyses faites au service de Microchimie de l'Institut Pasteur 

2- 4 dinitrosoph~.nyl hydrazone de PF ]Pf trouv6 I N % calc. N % trouv~ ] 

Ac. a-c~to fl-m~thylbutyrique 194 ° 1920 
Ac. a-c6to fl-m~thylval~rianique 17 °0 x 7 °0 
Ac. a-c~to 7-m6thylval6rianique 155 ° 155 ° 
Ac. a-c~to y-m~thiobutyrique I51° x5 x° 

x8.9 x8.3 
18.o6 17.64 
18.o6 x7.85 
z8.o 7 I6.o8 

S%calc. S%trouv6 

9.75 7 .I8 

On centrifuge et on filtre; puis on ajoute au filtrat une solution de 2-4 dinitroph6nyl- 
hydrazine ~ 0.8 % dans HC1 2N en 6vitant tout execs par rapport ~ l'acide c6tonique 
formS. Les hydrazones pr6cipitent presque instantan6ment. On filtre sur I6na; le 
pr6cipit6 est lav6 avec HC1 2N et s6ch6. 

En revanche, nous n'avons pas pu isoler l'acide pyruvique provenant de la d~sami- 
nation de l'alanine. La r6action avec la carboxylase ou la pr6cipitation par la 2-4 
dinitroph6nylhydrazine ont 6t6 n6gatives. Pourtant, nous n'avons pas constat6 l'ab- 
sorption d'oxyg~ne avec l'acide pyruvique + suspension microbienne dans l'appareil 
de Warburg. Aussi, est-il possible que la disparition de l'aeide pyruvique soit due 
son oxydation par l'eau oxyg6n6e, produit de la r6action l-amino-acide oxydasique. 
Et  ceci nous amine ~ consid~rer la formation de l'eau oxyg6n6e. 

b) Eau oxyg~n~e. Nous avons vu qu'il y a deux atomes d'oxyg~ne consomm6 par 
mol6cule d'ammoniaque d6gag~ avec l'alanine, la valine, la leucine et l'isoleucine. 
L'oxydation des acides amin6s se ferait douc d'apr~s la r6action connue: 

I .  RCH NH2COOH + O~ = R COCOOH + NH 3 + H202 

avec l'amino-acide oxydase du rein ou du foie et en pr6sence de la catalase, la r~action 
s'~crit: 

2. RCH NH 2 + COOH + I/2 02 ---- R CH COOH + NH s + H20 

II est connu que Cl. sporogenes ne contient pas de catalase. Si l'eau oxyg~n~e se 
forme et ne disparalt pas plus vite par des r~actions secondaires qu'elle ne r~agit avec 
la catalase, la consommation d'oxyg~ne doit tomber de moiti~, parall~lement avec le 
quotient respiratoire en presence de la catalase. Aussi avons nous recherch~ l'influence 
de la catalase sur la consommation d'oxyg~ne et de d~gagement d'ammoniaque avec 
l'alanine et la leucine. D'apr~s le Tableau I l l  la pr6sence de la catalase n'influence ni 
l 'absorption d'oxyg~ne nile d~gagement d'ammoniaque. 

TABLEAU III 
(el. sporogenes) 

INFLUENCE DE LA CATALASE SUR LE RAPPORT OXYG]~NE CONSOMM]~/AMMONIAQUE D]~GAG]~ 

Conditions ex~fimentales comme dans le Tableau I + o.i ml d'une solution concentr6e de catalase. 
Dur6e : zoo minutes. 

Substrat 

L-alanine 
;-leucine 
Dl~-m6thionine 

01 absorb~ NH s d~gag~ 
en micromols 

x8 20. 5 
x6 23 
6.4 x5.7 

OR 
NH s 

0.8 4 
0.7 
o. 4 
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Une 16g~re augmenta t ion  d ' ammoniaque  en pr6sence de catalase s 'observe aw;c 
la suspension seule comme si la catalase, dans les suspensions sans substrat ,  favorisait 

121 . . . .  ' - /.____2 . . . . . .  

t - /  700 .- 

6 o o ~  - -44 . . . . .  _, . .~.5 . . . . . . .  

5 o 0  - ; . . . . . . . .  ~ 

3O0 --: 

2 

,~1 11 i__--.--,---'. 2, 

0 50 100 Minutes 

Fig. 3 (Cl. sporoge*ws). Oxydation 
coupl~c de l'6thanol par le syst~me 
L-amino-acide oxydasique des suspen- 
sions de Cl. sporogenes. Conditions 
exp~r imen ta l e s  c o m m e  (lans le Ta-  
bleau IV. Courbe i ) :  su spens ion  seule ;  
2) su spens ion  + o.z ml  E t O H  M/IO; 
3) c o m m e  (2) + o.I ml ml de ca ta lase ;  
4) suspens ion  + o.2 ml  de L ( 4- ) a lan ine  
M/Io ;  5) c o m m e  (4) + o.I ml de 
ca ta lase ;  6) c o m m e  (5) + o.2 ml  

E t O H  M]xo 

l 'autolyse. Le QO 2 avcc l 'alaninc seulc est 6gal h 
o.8 et avcc l 'ahmine + catalast: "~ o.S. l .es  courbes 
en prdsence ou en absence de catalase avec 
l 'alanine, ou avec la leucine ont la m6me allure. 
(Courbes 4 et 5 Fig. 3). I.a catalase n 'a  done 
pas d 'act ion protectrice sur les suspensions de 
cette clostridie ~- acide amin6 it l'air. I)e plus, 
si l 'eau oxyg6n6e est formOe, la catalase n 'agi t  
pas stir elle de fac;on catalasique. 

La  d6tection de tr6s faiblcs quantit6s d 'eau 
oxyg6n6e cst pour tan t  possible grhce aux t ravaux 
de KEILIN ET HARTREE 8. L 'act ion peroxydasique 
de la catalase dans l 'oxydat ion coupl6e change 
le rapport  O 2 consomm6/NH 3 ddgagd de I : I  it 
2: I. Ainsi, en a joutant  de l '6thanol au syst6me: 
alanine + catalase + suspension, nous avons 
trouv6 une augmenta t ion  du double de la con- 
sommation d 'O z, l ' ammoniaque form~, restant 
constant  (Tableau IV et Fig. 3). 

I1 rcste ~ expliquer la consommation im- 
por tante  d 'oxyg+ne en presence d ' f thano l  + 
catalase -!- suspension. La suspension seule 
n ' a t t aque  pas l 'dthanol, tout  en absorbant  k 
elle seule Jt a 5 micromols d'oxygOne et en for- 
mant ,  aux d6pens de ses produits  d 'autolyse,  
l 'eau oxygdn~e, laquelle, en pr6sence de la 
catalase agit peroxydasiquement  sur l 'alcool 
6thylique. 

T A B L E A U  IV 

(Cl. sporogenes) 

iNFLUENCE DE L']~THANOL SUR LA CONSOMMATION D'OXYG-'~NE ET SUR LE D~GAGEMENT D'AMMONIAQUE 
EN PRI~SENCE DE SUSPENSION BACT~RIENNE -{- ACIDE AMINI~ -{- CATALASE 

Fiole de Warburg avec deux logements lat~raux, contenant I nll de suspension o.2 ml de M/io 
acide amin~; o.i ml de solution concentr~e de catalase, o.2 ml IVl/lO EtOH + tampon de phosphate; 
PH = 7-4; o.2 ml KOH avcc papier filtre. Gaz: air. T = 37 °. Dur6c: ioo rninutcs. 

Oft absorb~ en ktlM NH s d~gag~ en /tM 
Substrat sans EtOH + Cat. avec EtOH + Cat. sans EtOH + Cat. avec EtOH "F Cat. 

L-alanine 17-5 37-5 20.5 25.3 
L-lcucinc i 6 33 20 2 * 

c) D ~ s a m i n a t i o n  oxyda t i ve  de la nL-m~th ion ine .  La m6thionine est ddsamin6e oxy- 
dat ivement  avec la m~me vitesse que les quatre  acides aminfis, mais d 'apr6s un sch6ma 
different. En  effet, le syst~me m6thionine + suspension ne consomme qu 'un  atome 
d 'oxyg~ne par  molecule d ' ammoniaque  d6gag6 au lieu de 2 comme avec les autres acides 
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amin6s. La catalase n'a pas d'action, ni sur l 'absorption d'O v ni sur le d6gagement 
d 'NH s. La 2-4 dinitroph6nylhydrazone de l'acide c&onique correspondant ~ la m&hio- 
nine a 6t6 isol& et caract6ris~e (Tableau II). La m~thionine est donc d~samin& ~ l'air 
par la suspension de Cl. sporogenes suivant la r6action 3. 

3. RCH NHz COOH + 1/2 O2 RCOCOOH + NH a + H20 

La L-amino-acide oxydase de Proteus vulgaris (bact~rie a~robie) isol& et &udi6e 
par STOm'F ET GREEN 9 agit 6galement suivant l'6quation 3. 

d) Action des inhibiteurs. Le Tableau V r&ume l'action de KCN de l'alcool iso- 
octylique et de NaN s sur la d6samination oxydative de l'alanine et de la leucine. 

T A B L E A U  V 

I N F L U E N C E  D E S  I N H I B I T E U R S  S U R  L A  D ~ S A M I N A T I O N  O X Y D A T I V E  D E  L ~ A L A N I N E  ~ T  D E  L A  L E U C I N E  

P A R  CI. SpOYOge~s$ E T  P A R  Cl. saccharobutyricum 

Cl. sporogenes Cl. saccharobutyricum 
p . c .  d e  l ' i n h i b i t i o n  

K C N  M / 3 o o  . . . . . . . . . . . . .  i o o  o 
Alc .  i s o - o c t y l i q u e  (Sol. s a t . )  . . . . . .  i o o  i o o  
N a N  s M / 2 5  o . . . . . . . . . .  . . . .  o o 

D'apr~s les t ravaux de STUMPF E T  G R E E N ,  KCN et l'alcool iso-octylique inhibent 
la L-amino-acide oxydase de Proteus vulgaris, mais non ceUe des tissus animaux. Nou's 
avons obtenu une inhibition de lOO% avec les deux inhibiteurs, pourtant,  la d~samina- 
tion ~ Fair de l'alanine et de la leucine par les suspensions de Cl. sporogenes se fair avec 
production d'HzO 2. 

2. Cl. saccharobutyricum 

Les suspensions de Cl. saccharobutyricum d6saminent en pr6sence d'oxyg~ne six 
acides amin6s sur les treize essay& (Tableau VI). Ce sont: la leucine, l'isoleucine la 

T A B L E A U  V I  

(CI. saccharobutyricum) 
4 ° m i c r o m o l s  d ' a c i d e  a m i n 6  c o r r e s p o n d a n t  ~ l a  f o r m e  L, i m l  d e  s u s p e n s i o n  (i 5 m g  d e  p o i d s  sec ) .  
T a m p o n  d e  p h o s p h a t e / l  P i t :  7.4.  V o l u m e  t o t a l :  3 ml .  D a n s  le l o g e m e n t  c e n t r a l / t  2 m l  K O H  b , . z o % .  
D u r 6 e  d ' e x p & ' i e n c e  : 12o  m i n u t e s .  

S u b s t r a t  

L - a l a n i n e  . . . . . . . . . . . . . . . .  
DL- i so l euc ine  . . . . . . . . . . . . . .  
L - l e u c i n e  . . . . . . . . . . . . . . . .  
L - v a l i n e  . . . . . . . . . . . . . . . .  
D L - m ~ t h i o n i n e  . . . . . . . . . . . . .  
DL-s6r ine  . . . . . . . . . . . . . . .  
L - a s p a r t a t e  . . . . . . . . . . . . . . .  
L - g l u t a m a t e  . . . . . . . . . . . . . .  
L - a r g i n i n e  . . . . . . . . . . . . . . .  
L - h i s t i d i n e  . . . . . . . . . . . . . . .  
L - o r n i t h i n e  . . . . . . . . . . . . . . .  
L - p r o l i n e  . . . . . . . . . . . . . . . .  
L - g l y c i n e  . . . . . . . . . . . . . . . .  

O s a b s .  . N H  s d 6 g a g 6  

e n  m i c r o m o l s  

27  26  
i 8  22. 4 
27 45 

9 .6  i 9 . 2  
22 .7  4 ° 

8 .45  i i  
i i . 2  24 .2  

5-7 19.4  
O o 

o o 

o o 

O O 

O o 

O s 

N H  s 

I .o 3 
o .8  3 
O.6O 
0 .50  
o .5x 
0 . 7 6  
0 .32  
o .x8  
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valine, l'alanine, la m&hionine et la sdrine. Ici 6galement, il n 'y  a que la forme naturelle 
qui soit attaqu6e. 

L'aspartate et le glutamate sont fortement ddsaminds sans absorption appr6ciable 
d'oxygOne. Aussi la d6samination de ces deux acides amin6s se fait-elle parun m6canisme 
diff&ent de celui des six acides aminds mentionnds plus haut. La m6me remarque est 
valable 6galement pour l'histidine. 

Le rapport de la consommation d'oxyg~ne sur l 'ammoniaque d6gag6 montre que 
la valine, la m6thionine, la leucine absorbent un atome d'oxyg~ne par mol6cule d'ammo- 
niaque d6gag6, l'isoleucine, l'alanine et la s6rine consomment deux atomes d'oxyg~ne 
par mol6cule d'ammoniaque ddgage. Nous avons isol6 et identifi6 les m6mes acides 
c6toniques qu'avec Cl. sporogenes. Nous n'avons pas pu isoler l'acide pyruvique pro- 
venant de l'alanine ou de la s6rine, confirmant ainsi les observations ant6rieures, - -  con- 
cernant l'alanine - -  de l 'un de nous 2. Est-il oxyd6 par l'eau oxyg6n6e probldmatique, 
form& au cours de la d6samination ou par un autre m6canisme ? 

a) Recherche de l'eau oxyg~nde. Pour les acides amin6s suivants: isoleucine alanine, 
s6rine qui absorbent deux atomes d'oxyg6ne par mol6cule d'ammoniaque d6gage, il est 
naturel de supposer la formation de l'cau oxygen&. Nous avons cherch6 fl la mettre 
en 6vidence par les m6mes m6thodes que pour Cl. sporogenes. L'addition de la catalase 
scule n 'a  pas donn6 de r6sultats, comme pour Cl. sporogenes (Tableau VII). 

TABLEAU VII 
(Cl. saccharobutyricum) 

INFLUENCE DE LA CATALASE SUR LE RAPPORT: OXYG~.NE CONSOMM]~ AMMONIAQUE DI~GAG]~. CONDI- 
.TIONS EXPI~RIMENTALES COMME POUR LE TABLEAU VI H- O.I m l  D'UNE SOLUTION CONCENTRI~E DE 

CATALASE 

Substrat 

DL-isoleucine . . . . . . . . . . . . . .  
DL-m&hionine . . . . . . . . . . . . .  

02 absorb6 NI-I 3 d~gag6 
en micromols 

23.5 23.2 
22.4 42 

O |  

N H  s 

I.O 

0.53 

Le test de KEILIN ET I'{ARTREE, appliqu6 aux suspensions de Cl. saccharobutyricum, 
ne donne pas un r6sultat sans 6quivoque. En effet, l'6thanol seul, ajout6 ~ la suspension, 
absorbe de l'oxyg~ne et la quantit6 d'oxyg6ne absorb6 avec l'alanine ' -  6thanol + cata- 
lase est 6gal k la somme de l'oxyg~ne absorb6 dans les r6actions de l'alanine + suspen- 
sions et d'&hanol + suspensions respectivement. Cette question n'est donc pas r6solue. 
I1 est ~t remarquer cepeIldant, que la suspension de Cl. saccharobutyricum + ~than61 
consomme la m~me quantit6 d'oxyg~ne que la suspension de Cl. sporogenes + & h a n o l +  
catalase (13 micromols). 

b) Action des inhibiteurs. Le Tableau V r6sume Faction des inhibiteurs. Ce qui est 
h remarquer, c'est que KCN n'inhibe pas l'action amino-oxydasique de Cl. saccharo- 
butyricum, tandis qu'il inhibe celle de Cl. sporogenes. L'inhibition par l'alcool iso-octylique 
est de lOO%, comme avec l 'autre clostridie. 

DISCUSSION 

Nous ne dirons ici que quelques mots sur la formation de l'eau oxyg6n6e. Nous 
avons montr6 sa pr6sence dans les suspensions de Cl. sporogenes au cours de Faction 
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L-amino-acide oxydasique par le test de KEILIN ET HARTREE. Nous traiterons ce sujet 
dans un prochain m~moire avec ses consequences sur le probl~me g~n6ral de l'action 
l~thale de l'oxyg~ne sur les clostridies, comme l'un de nous l'a d6j~ fait 3. 

En ce qui concerne raction de la catalase, nous avons montr6 qu'elle n'exerce pas 
d'action protectrice sur les suspensions, qu'elle n'agit pas catalasiquement sur l'eau 
oxyg~n6e pr6sente dans les suspensions. Cette non-protection par la catalase en pre- 
sence de l'eau oxyg~n~e est ~ souligner. En effet, l'action protectrice de la catalase 
contre l'eau oxyg6n6e form~e ou ajout~e a 6t6 observ~e par diff6rents auteurs. Ainsi 
d'apr6s SEVAG 1°, FUJITA ET KODAMA lt, l'addition de la catalase aux suspensions des 
pneumocoques ~ l'air, les protege contre l'effet toxique de l'eau oxyg~n~e. LWOFF ET 
MOREL x~ avec Proteus vulgaris, B. subtilis, B. coli et BIRKENSHAW ET RAISTRICK 13, dans 
le cas de Staphylococcus aureus, ont mis en ~vidence l'action protectrice de la catalase. 

Cependant, si la catalase n'agit pas catalasiquement dans les suspensions de 
Cl. sporogenes, elle agit peroxydasiquement en oxydant l'6thanol ajout6 par H202 form6e 
dans l 'oxydation primaire des acides amines. Ce fait soutient les vues de KEILIN ET 
HARTREE s sur la fonction biologique de la catalase dans les oxydations couplees. 

Quant £ l'enzyme catalysant la d6samination oxydative des acides amines naturels 
dans les suspensions de Cl. sporogenes et Cl. saceharobutyricum, il appartient au groupe 
des L-amino-acide oxydases. Ce groupe comprend: 

I. La L-amino acide oxydase du rein et du foie isol6e par la m6thode de WURMSER 
ET 1VILITTI-WuRMSER 14, par BLANCHARD, GREEN, NOCITO ET RATNER 16 et ~tudi~e par 
ce m~me groupe de chercheurs. 

2. La L-amino-acide oxydase de Proteus vulgaris, isol~e et ~tudi~e par STU~PF ET 
GREEN 9. Celle des tissus animaux oxyde les substrats en consommant une molecule 
d'oxyg~ne avec formation d'eau oxyg~n~e, tandis que celle de Proteus vulgaris ne con- 
somme qu'un atome d'oxyg~ne sans formation d'eau oxyg~nde. 

La difference entre les deux enzymes se manifeste ~galement enTers les inhibiteurs. 
D'apr~s STUMPF ET GREEN, KCN et l'alcool caprylique sont sans action sur la L-amino- 
acide oxydase des tissus animaux, tandis qu'fls inhibent la l.-amino-acide oxydase de 
Proteus vulgaris. Dans les deux cas, le bleu de m~thyl~ne peut remplacer l'oxyg~ne 
comme accepteur d'hydrog~ne. 

En ce qui concerne l'action L-amino-acide oxydasique des suspensions de Cl. sporo- 
genes, si elle ressemble avec l'alanine, la leucine, la valine et l'isoleucine, ~ ceUe des tissus, 
l'inhibition de la d6samination par KCN et l'aleool iso-octylique, cependant l'en diff6- 
rencie. L'action L-amino-acide oxydasique de Cl. saccharobutyricum sur l'isoleucine, sur 
l'alanine et sur la s6rine, ressemble plus ~ celle des tissus, puisque KCN n'a pas d'action 
inhibitrice, bien qu'elle s'en diff6rencie par l'inhibition par l'alcool iso-octylique. La 
d6samination oxydative de la m~thionine par Cl. sporogenes ressemble, et du point de 
vue de l'absorption d'O 2 et de l'aetion de KCN et de l'alcool iso-octylique, ~ celle de 
la L-amino-acide oxydase de Proteus vulgaris. La d6samination oxydative de la wline,  
de la leucine et de la m6thionine ressemble ~ celle de la L-amino-acide oxydase de 
Proteu.s vulgaris en ce qui concerne rabsorption d'oxyg~ne, mais en diff~re par la non- 
inhibition par le cyanure de potassium. 

On note une diff6rence quand on remplace l'oxyg~ne par un colorant comme accep- 
teur d'hydrog~ne. Le bleu de m~thyl~ne (E o = O.Oli V ~ PH 7) peut remplacer l 'oxy- 
g~ne aussi bien avec la L-aminoacide oxydase des tissus qu'avec celle de Proteus vulgaris. 
Or, d'apr~s les r6sultats d'AUBEL, ROSE,BERG ET DE CHEZELLES *, si le bleu de cr6syle 
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(E o = 0.032 V $ PH 7) p e u t  r e m p l a c e r  l ' o x y g ~ n e  a v e c  les s u s p e n s i o n s  de  Cl. sporogenes, 
il n ' e n  e s t  p a s  de  m ~ m e  p o u r  Cl, saccharobutyricum. Les  ac ides  a m i n d s  se s o n t  mon t r ( :  

de  f a ib les  d o n a t e u r s  d ' h y d r o g ~ n e  a v e c  la s u s p e n s i o n  de  c e t t e  c los t r id ie .  

E n  r~ sume ,  l ' a c t i o n  L - a m i n o - a c i d e  o x y d a s i q u e  des  s u s p e n s i o n s  de  ('l. sporogenes 
e t  de  Cl. saccharobutyricum n e  cad re ,  d ' u n e  m a n i + r e  c o m p l 6 t e ,  ni  a v e c  les propri~.t(,s de  

la  L - a m i n o - a c i d e  o x y d a s e  des  t i s sus ,  ni  a v e c  celle de  Proteus vulgaris. 
De plus ,  l ' a c t i o n  L - a m i n o - a c i d e  o x y d a s i q u e  des  s u s p e n s i o n s  de  Cl. sporogene.s" 

diff~re de  celle de  Cl. saccharobutyricum: I)  p a r  l ' i n h i b i t i o n  p r o d u i t e  p a r  K C N  su r  kt 

p r e m i ( : r e ;  2) p a r  le c o m p o r t e m e n t  d i f fd r en t  e n v e r s  le b l eu  de  e rdsy le  c o m m e  a c c e p t c u r  

d 'hydrog~ .ne .  

E n f i n ,  n i  les s u s p e n s i o n s  de  Cl. sporogenes, ni  celles de  Cl. saecharobutyricum n ' a g i s s e n t  

de  la  mSrne  Ia~on  s u r  les d i f f 6 r e n t s  ac ides  aminf i s ,  b i e n  q u e  l ' a c t i o n  des  s u s p e n s i o n s  de  

Cl. sporogenes sof t  p l u s  u n i f o r m e .  E n  effet ,  e l les  d 6 s a m i n e n t  o x y d a t i v e m e n t ,  en  c o n s o m -  

m a n t  u n  ou  d e u x  a t o m e s  d ' o x y g ~ n e .  Ces ra f t s  s e m b l e r a i e n t  i n d i q u e r :  i )  q u ' i l  e x i s t e  

d ' a u t r e s  a m i n o - a c i d e s  o x y d a s e s ,  d i f f f i ren tes  de  cel les  des  t i s sus  e t  de  cel les  de  Proteus" 
vulgaris; 2) q u ' i l  y a u r a i t  d i v e r s e s  L - a m i n o a c i d e  o x y d a s e s  p o u r  les d i f f~ ren t s  g r o u p e s  

d ' a c i d e s  a ln in6s .  

RI~SUMI~ 

I. Les suspensions de Cl. sporogenes et  de Cl. saccharobutyricum, ~ Fair, sont capables de d6sa- 
miner oxydat ivement  un grand nombre d'acides amin6s. 

2. Seulcs les formes nat-urelles des acides aminCs sont attaqu~es. 
3. Avec Cl. sporogenes le rapport  tool. Oz absorb6 : tool NH s d6gag6 est 6gal A un pour l 'alanine, 

la valine, la leucine et  l'isoleucine. Le m~me rapport  est 6gal ~. o. 5 pour la m~thionine. 
4- Avec Ct. saccharobutyricum le rapport  mol O 2 absorbS: tool NH s d6gag~ est ~gal ~ un pour 

l 'alanine, la leucine, la s6rine et  ~. o. 5 pour la valine, la ieucine et  la m6thionine. 
5. Les 2-  4 ctinitroph6nylhydrazones, des acidcs a-c6toniques correspondant aux acides aminbs 

suivants:  valine leucine, isoleucine, m6thionine ont  ~t6 isol(.~s et  identifi~s. L'acicte pyruvique, pro- 
venant  de l 'alanine ou de la s6rine, disparait  clans des r6actions secondaires. 

6. La formation de l 'eau oxygenic a 6t6 d6montr6e avec les suspensions de Cl. sporogenes par 
le test  de KEILI,'¢ ET HARTREE (oxydation coupl~e). Pour Cl. saccharobutyricum, cette question n 'es t  
pas r~solue. 

7- Lzt catalase ajout~c ne protege pas les suspensions contre l 'eau oxyg6n6e; elle n 'agi t  pas 
catalasiquement,  mais d 'une mani~re peroxydasique. 

8. Le syst6me enzymatique catalysant  l 'action L-aminoacide oxydasique est discutC 

SUMMARY 

I. Suspensions of Ch sporogenes and of CI. saccharobutyricum are capable, in air, of deaminat ing 
oxydatically a great number  of amino-acids. 

2. Only the natural  forms of amino-acids are attacked. 
3. With Cl. sporogenes the ratio tools oxygen absorbed : tools ammonia given off is equal to one 

for alanine, valine, leucine and isoleucine. This ratio is o. 5 for methionine. 
4. With Ch saccharobutyricum the same ratio is equal to one for alanine, leucine and serine, and 

to o. 5 for valine, isoleucine and methionine. 
5. The 2- 4 dinitrophenyldrazones of the kcto-acids corresponding to the tollowing amino-acids : 

valine, leucine, isoleucine, methionine, were isolated and identified. The pyruvic acid formed from 
alanine or serine disappears in secondary reactions. 

6. The formation of hydrogen peroxicle was demonstratect with suspensions of Cl. sporogenes 
using the KEILm-HARTREE test  (coupled oxidation). This question is not clea~ed up for Cl. saccharo- 
butyricurn. 

7- The catalase added does not protect the suspensions from hydrogen peroxide; it does not 
act  as a catalase but  as a peroxidase. 

8. The enzymatic system which catalyses the L-amino-acid oxidase action is discussed. 
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Z U S A M M E N F A S S U N G  

x. Suspens ionen  von  Cl. sporogenes und  Cl. saccharobutyricum k 6 n n e n  an  der  L u f t  e ine g o s s e  
Zahl  yon  AminosAuren  o x y d a t i v  desamin ie ren .  

2. Nur  die nat i i r l ichen F o r m e n  der  Aminos i iuren  werden  angegriffen.  
3- Mi t  CI. sporogenes i s t  das  Verhi i l tnis  des  a u f g e n o r n m e n c n  Sauers toffes  zum abgegebenen  

A m m o n i a k  in Mol fiir Alanin,  Valin,  Leudin ,  u n d  Isoleucin  gleich L Fiir  Meth ion in  ist  dieses Verh~tlt- 
nis  gleich 0. 5. 

4. Mi t  CI. saccharobutyricum is t  dieses Verh~fltnis gleich I ffir Alan in  Leuc in  u n d  Serin und  gleich 
0. 5 flit Valin, I so leucin  und  Meth ionin .  

5. Die 2- 4 D i n i t r o p h e n y l h y d r a z o n e  der  a -Ketos i iuren ,  welche den  fo lgenden A m i n o s g u r e n  en t -  
sp rechen :  Valin,  Leucin,  Isoleucin,  Methionin ,  wurden  isoliert  und  identif iziert .  Die Brenzweinsi iure,  
welche aus  dem Alan in  oder  d e m  Serin s t a m m t ,  ve r schwinde t  in Nebenreak t ionen .  

6. Die B i ldung  yon  Wasse r s to f f supe roxyd  durch  Suspens ionen  yon  CI. sporogenes wurde  du rch  
den  KmmN-HARTREE'schen T es t  (gekuppel te  Oxyda t ion)  nachgewiesen .  Fiir  CI. saccharobutyricum 
i s t  diese Frage  n i ch t  gel6st.  

7. Ka t a l a se  schi i tz t  die Suspens ionen  n ich t  gegen  Wasse r s to f f supe roxyd ,  sie wi rk t  hier  n ich t  
als  Ka ta l a se  sondern  als Pe roxydase .  

8. Das F e r m e n t s y s t e m  welches die L-Aminos i iu reoxydasewi rkung  ka ta lys i e r t  wird er6r ter t .  
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