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AUBEL, ROSENBERG ET DE CHEZELLES! ont montré, en étudiant I'influence de l'air
sur les anaérobies stricts, la désamination de la r-alanine, 4 l'air, par Cl. sporogenes,
et ROSENBERG? a constaté la désamination de la L-alanine, a lair, par CI. saccharobuty-
ricum. Ce méme auteur® a expliqué cette désamination oxydative par l'intervention de
la r-aminoacide-oxydase, avec, pour conséquence, I'influence léthale de I'oxygéne sous
forme d’eau oxygénée. Dans le présent travail nous montrons que les suspensions de C!.
sporogenes et de Cl. saccharobutyricum lavés sont capables de désaminer un grand nombre
d’acides aminés par voie oxydative, en présence d’air, donc dans des conditions non
physiologiques pour des anaérobies stricts. Ce fait est d’autant plus remarquable que
ces clostridies n’attaquent que trés peu d’acides aminés en anaérobiose, la plupart de
ceux-ci étant dégradés par la réaction de STICKLAND pour Cl. sporogenes et par la transa-
mination via ac. glutamique ou ac. aspartique pour CI. saccharobutyricumd. D’une ma-
niére générale, il est connu que les clostridies n’attaquent que peu d’aminoacides.

Au cours de ce travail nous avons essayé dix aminoacides avec les suspensions de
Cl. sporogenes lavé et treize avec les suspensions de Cl. saccharobutyricum lavé. Cing
ont été désaminés avec absorption d’oxygéne par Cl. sporogenes et six par Cl. saccharo-
butyricum. Les bilans d’oxygéne absorbé et d’ammoniacue dégagé ont été établis. Les
2-4 dinitrophénylhydrazones de quatre acides cétoniques formés ont été isolées. On
a montré la formation de I'eau oxygénée au cours de la désamination oxydative pour
Cl. sporogenes, pour Cl. saccharobutyricum, cette question n’est pas résolue. Nous em-
ployons le terme L-aminoacide oxydase pour désigner I'enzyme catalysant la désamina-
tion oxydative, avec consommation d’oxygéne, des acides aminés naturels par les sus-
pensions des deux clostridies. Nous ferons remarquer que les phénomeénes que nous
décrivons sont observés avec les bactéries intactes et que 'existence des enzymes in-
voquées dans le présent travail ne scra complétement justifiée qu’aprés isolement a
I'état pur.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Techniques

1. Préparation des suspensions bactérienmes. Les cultures de Cl. sporogenes et de
Cl. saccharobutyricum sur bouillon de cceur de cheval ou de beeuf non glucosé, 4gées
de 15-16 heures, sont centrifugées et le culot bactérien lavé une fois avec NaCl a g%/y,.
On recentrifuge et on améne la suspension bactérienne a la dilution désirée avec les
solutions de NaCl a 9%/,.

2. Acides aminés. Les acides aminés utilisés sont des produits HOFFMANN-LA ROCHE.

3. Mesure d’absorption d’oxygéme. Les mesures d’oxygéne consommé sont faites
par la méthode manométrique de WARBURG. La composition des solutions dans les
fioles est indiquée dans les tableaux respectifs. En présence de KCN le logement central
contient le mélange de KrREBs®. La réaction terminée, le contenu de la fiole est dépro-
téinisée avec un volume égal d’ac. trichloracétique a 8 %, et des prises aliquotes sont
prélevées pour le dosage d’ammoniaque, L’ammoniaque est dosé dans l'appareil de
Parnas ET HELLER, par nesslérisation, pour Cl. sporogenes et selon la méthode de
RAYNAUD ET Gros® pour Cl. saccharobutyricum.

4. Pour l'isolement et la caractérisation des acides cétoniques, voir le protocole
d’expérience.

5. La catalase a été préparée par la méthode de KEILIN ET HARTREE".

RESULTATS
1. Cl. Sporogenes

La Fig. 1 montre la consommation d’oxygéne en fonction du temps par une quantité
croissante de suspension microbienne seule ou en présence d'une
quantité constante de substrat (20 uM de L-alanine = 448 ul). %
On voit sur les courbes 1, 2 et 3 une diminution rapide de ’absorp-
tion de I'oxygeéne et ceci dés le commencement, ce qui indique
une rapide destruction de I'enzyme. En effet, le substrat n’est sop a2t
que faiblement oxydé. La quantité de suspension employée dans
les courbes 4 et 5 est suffisante, malgré la destruction rapide, /
pour que I'acide aminé soit complétement oxydé. C'est la raison wol—— 1/ _ ______j|
pour laquelle nous employons des suspensions denses. 11 faut re- |
marquer la quantité importante d’ammoniaque libéré di a
I'autolyse — jusqu’ a 29 micromols — avec la suspension la plus
dense sans substrat. Celle-ci est probablement responsable de la 200 -3
destruction du systéme enzymatique en question. On trouvera /
dans la Fig. 2 les quantités d’oxygeéne absorbé et d’ammoniaque /,‘
dégagé en fonction des quantités croissantes de bactéries et en 29[ 7"‘
présence de L-alanine. Cette figure montre que méme quand le /

substrat est incomplétement oxydé, le rapport O,/NHg = 1, / /5,
=02

comme dans le cas de 'oxydation compléte de I’amino-acide. 700

- 3

Fig. 1. (Cl. sporogenes). Oxydation de la L(+) alanine: 0.2 ml = 448 ul .a-;”“ﬁ—f;:—.

en fonction de quantités croissantes de suspension bactérienne. 1) 3 mg 2

(poids sec); 2) 6 mg; 3) 9 mg; 4) 12 mg; 5) 15 mg. Les courbes (29), (3°) o 50

et (5°) représentent I'absorption d’oxygéne sans substrat et correspondent Minutes
aux courbes 2, 3 et 5, respectivement.
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TABLEAU I
(CL. sporogenes)
RAPPORT ENTRE O, aBSORBE ET NHj DEGAGE

Les fioles de Warburg avec logement latéral contiennent 1.0 ml de suspension (15 mg de poids sec);
aminoacide, correspondant 2 0.z ml de solution M/ro de l-aminoacide; tampon de phosphate (SeREN-
SEN), m/15 & py 7.4. Volume: 3 ml. 0.2 ml KOH a 109, dans le logement central avec papier filtre.
Gaz: air. T = 37° Durée 100 minutes.

Substrat 0, absorbé  NHj; dégage O
en micromols NH,
p-alanine . . . 1.2 1.0 \
r-alanine . . . . 18.8 16.7 1.11
pL-alanine . . . 21.7 i 20 \ 1.1
L-leucine . . . . 18 \ 22 ! 0.82
DL-isoleucine . . 24 ' 28 i 0.86
r-valine . . . . 22 \ 26 | 0.85
pL-méthionine . 6.2 ' 13.3 i 0.47
L-phénylalanine . 2.7 11.3 I
L-tryptophane 3 ) 4 |
L-aspartate . . . 3 : 4 :
L-histidine o o |
L-proline . o { o '

Le Tableau I systématise la relation entre oxygéne consommé et 'ammoniaque
dégagé avec les dix acides aminés essayés.

Les suspensions de CI. sporogenes lavé désaminent oxydativement cinq ac. aminés.
Seuls les amino-acides naturels sont métabolisés. Ce sont: ’alanine, la valine, la leucine,
. : lisoleucine et la méthionine. La phénylalanine

Vs +. n’absorbe qu'un faible quantité d’oxyéne, mais
16 q
L / I elle est fortement désaminée. Cette désamination
} ] differe donc de celle des cinq acides aminés ci-dessus.
'T 2= Pour I'alanine, la valine, la leucine et I'isoleucine,
v——~-«.l——~~10\. le rapport mol oxygéne absorbé/mol ammoniaque
. ¢ & dégagé = 1. Ces acides aminés absorbent donc 2
. | Z g
iﬁ ) | g £ atomes d’oxygéne par molécule d’ammoniaque.
L ! ? ;Par contre, la méthionine n’absorbe qu'un atome
/{ ‘ T = d’oxygene par molécule d’ammoniaque. Ceci sem-
~ | i . T y. cec
+ ] 2 plerait indiquer qu'il y a différents enzymesrespon-
. [ i L . .
b 3 3 9 ) 55 sables pour la désamination des différents acides
mg de boctéries  aminés. Dans le méme sens, doit étre interprété
Fig. 2 (Cl. sporogenss). Oxygenc ab- e fait que le séjour & lair, entraine des pertes
sorbé (-} et ammoniaque dégagé (+) dactivité bl s sélecti Ainsi. de i
en millimolécules, en fonction de quan- activ 1‘tc notables, mais s¢ ect1vc§. ms1, de ]el.mcs
tités croissantes de suspension. (O suspensions aprés 6 heures de séjour a la glacicre,
et NHy de la suspension sans substrat  pattaquent plus que l'alanine, et non la leucine.

défalqué ' , - 1ot
29 a) Formation des acides a-cétoniques. Nous

avons isolé les acides a-cétoniques correspondant aux acides aminés suivants: valine,
leucine, isoleucine, méthionine.

20 ml d’un mélange contenant 500 micromols d’acide aminé dans du tampon de
phosphate M/15 py = 7.0 et une suspension correspondant 4 20 mg d’azote bactérien
sont agités & I'air a 37°. Lorsque toute consommation d’0, a cessé, on déprotéinise.
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TABLEAU II
Analyses faites au service de Microchimie de 1'Institut Pasteur

2-4 dinitrosophényl hydrazone de | PF | Pftrouvé| N 9 calc.| N % trouvé | S %, calc. | S % trouvé

Ac. a-céto f-méthylbutyrique 194° 192° 18.9 18.3

Ac. g-céto f-méthylvalérianique 170° 170° 18.06 17.64

Ac. a-céto y-méthylvalérianique 155° 155° 18.06 17.85

Ac. g-céto y-méthiobutyrique 151° 151° 18.07 16.08 9.75 7.18

On centrifuge et on filtre; puis on ajoute au filtrat une solution de 2—4 dinitrophényl-
hydrazine 4 0.8% dans HCl 2N en évitant tout excés par rapport 4 I'acide cétonique
formé. Les hydrazones précipitent presque instantanément. On filtre sur Iéna; le
précipité est lavé avec HCl 2N et séché.

En revanche, nous n’avons pas pu isoler I'acide pyruvique provenant de la désami-
nation de l'alanine. La réaction avec la carboxylase ou la précipitation par la 24
dinitrophénylhydrazine ont été négatives. Pourtant, nous n’avons pas constaté I'ab-
sorption d’oxygéne avec l'acide pyruvique 4 suspension microbienne dans I’appareil
de Warburg. Aussi, est-il possible que la disparition de I'acide pyruvique soit due a
son oxydation par l'eau oxygénée, produit de la réaction l-amino-acide oxydasique.
Et ceci nous améne a considérer la formation de 1’eau oxygénée.

b) Eau oxygénée. Nous avons vu qu’il y 2 deux atomes d’oxygéne consommé par
molécule d’ammoniaque dégagé avec l’alanine, la valine, la leucine et l'isoleucine.
L’oxydation des acides aminés se ferait donc d’aprés la réaction connue:

I. RCH NH,COOH + O, = R COCOOH + NH, + H,0,

avec I'amino-acide oxydase du rein ou du foie et en présence de la catalase, la réaction
s'écrit:

2. RCH NH, + COOH + 1/20, = R CH COOH + NH, + H,0

Il est connu que CI. sporogenes ne contient pas de catalase. Si I’eau oxygénée se
forme et ne disparait pas plus vite par des réactions secondaires qu’elle ne réagit avec
la catalase, la consommation d’oxygéne doit tomber de moitié, parallélement avec le
quotient respiratoire en présence de la catalase. Aussi avons nous recherché I'influence
de la catalase sur la consommation d’oxygéne et de dégagement d’ammoniaque avec
Ialanine et la leucine. D’aprés le Tableau III la présence de la catalase n’influence ni
I’absorption d’oxygéne ni le dégagement d’ammoniaque.

TABLEAU III
(Cl. spoyogenes)
INFLUENCE DE LA CATALASE SUR LE RAPPORT OXYGENE CONSOMME/AMMONIAQUE DAGAGRE

Conditions expérimentales comme dans le Tableau I + o.1r ml d'une solution concentrée de catalase.
Durée: 100 minutes.

O, absorbé NH, dégagé O,
Substrat en micromols NH,
L-alanine 18 20.5 | 0.84
L-leucine 16 23 0.7
prL-méthionine 6.4 15.7 0.4
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Une légére augmentation d’ammoniaque en présence de catalase s’observe avec
la suspension seule comme si la catalase, dans les suspensions sans substrat, favorisait

Oyla) I'autolyse. Le QO, avec 'alanine seule est ¢gal &

1000 — T v ——| 0.8 et avec 'alanine + catalase a 0.8. Les courbes

/’V\‘/ _ en présence ou en absence de catalase avec

900 | / l ' I'alanine, ou avec la leucine ont la méme allure.

800 — . (Courbes 4 et 5 Fig. 3). La catalase n’a donc

'/ | ' pas d’action protectrice sur les suspensions de

700 — ’ cette clostridie i acide aminé¢ & l'air. De plus,

600 | si 'eau oxygénée est formée, la catalase n’agit
pas sur elle de facon catalasique.

500 La détection de trés faibles quantités d’cau

oxygénée est pourtant possible grace aux travaux

4 de KEeiLiN ET HARTREES. L’action peroxydasique

300 de la catalase dans I'oxydation couplée change

le rapport O, consommé/NH, dégagé de 1:1 4

200 2:1. Ainsi, en ajoutant de I'éthanol au systéme:

100 alanine + catalase + suspension, nous avons

trouvé une augmentation du double de la con-
sommation d’0O,, 'ammoniaque formé restant
constant (Tableau IV et I'ig. 3).

Il reste 4 expliquer la consommation im-

Fig. 3 (Cl. sporogenes). Oxydation
couplée de 1'éthanol par le systéme

L-amino-acide oxydasique des suspen- portante d’oxygéne en présence d’éthanol +
sions de Cl. sporogemes. Conditions catalase -- suspension. La suspension seule
expérimentales comme dans le Ta- , ), s
bleau IV. Courbe 1) : suspension seule; n’attaque pas let.hanol, tout en absorbant a
2) suspension + 0.z ml EtOH Mjro; elle seule 4 & 5 micromols d’oxygéne et en for-
3) comme (2) + 0.1 ml ml de catalase; mant, aux dépens de ses produits d’autolyse,
4) suspension + o.2mldeL (+)alanine , L R

M/10; 5) comme (4) + o.1 ml de l'eau oxygénée, laquelle, en présence de la
catalase; 6) comme (5) + o.2 ml catalase agit peroxydasiquement sur I’alcool

EtOH M/10 , R
éthylique.

TABLEAU 1V

(CL. sporogenes)

INFLUENCE DE L’ETHANOL SUR LA CONSOMMATION D’OXYGENE ET SUR LE DEGAGEMENT D'AMMONIAQUE
EN PRESENCE DE SUSPENSION BACTERIENNE + ACIDE AMINE -} CATALASE

Fiole de Warburg avec deux logements latéraux, contenant 1 ml de suspension 0.2 ml de M/1o

acide aminé; o.1 ml de solution concentrée de catalase, 0.2 ml M/ro EtOH + tampon de phosphate;

PH = 7-4; 0.2 ml KOH avec papier filtre. Gaz: air. T = 37° Durée: 100 minutes.

O, absorbé en uM NHj dégagé en uM
Substrat _ -
sans EtOH 4+ Cat. | avec EtOH 4+ Cat. | sans EtOH + Cat. | avec EtOH -} Cat.
L-alanine 17.5 37.5 20.5 25.3
L-leucine 10 [ 33 i 20 21
——- - |

c) Désamination oxydative de la pr-méthionine. La méthionine cst désaminée oxy-
dativement avec la méme vitesse que les quatre acides aminés, mais d’aprés un schéma
différent. En effet, le systéme méthionine + suspension ne consomme qu'un atome
d’oxygéne par molécule d’ammoniaque dégagé au lieu de 2 comme avec les autres acides
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aminés. La catalase n'a pas d’action, ni sur I'absorption d’O,, ni sur le dégagement
d’NH,. La 2—4 dinitrophénylhydrazone de I’acide cétonique correspondant a la méthio-
nine a été isolée et caractérisée (Tableau II). La méthionine est donc désaminée 4 I'air
par la suspension de Cl. sporogenes suivant la réaction 3.

3. RCH NH, COOH + 1/20, RCOCOOH + NH;, + H,0

La r-amino-acide oxydase de Proteus vulgaris (bactérie aérobie) isolée et étudiée
par STUMPF ET GREEN? agit également suivant I’équation 3.

d) Action des inhibiteurs. Le Tableau V résume l'action de KCN de I’alcool iso-
octylique et de NaN, sur la désamination oxydative de 1’alanine et de la leucine.

TABLEAU V

INFLUENCE DES INHIBITEURS SUR LA DESAMINATION OXYDATIVE DE L’ALANINE ET DE LA LEUCINE
PAR Cl. sporogenes ET PAR Cl. saccharobutyricum

Cl. sporogenes Cl. saccharobutyricum
p.c. de Yinhibition

KCN M/300 . . . e 100 o
Alc. iso-octylique (Sol sat) e e 100 100
NaNy Mj250 . . . . . e e e o o

D’aprés les travaux de STuMpF ET GREEN, KCN et l’alcool iso-octylique inhibent
la L-amino-acide oxydase de Profeus vulgaris, mais non celle des tissus animaux. Nous
avons obtenu une inhibition de 100% avec les deux inhibiteurs, pourtant, la désamina-
tion a l'air de I'alanine et de la leucine par les suspensions de Cl. sporogenes se fait avec
production d'H,0,.

2. Cl. saccharobutyricum

Les suspensions de Cl. saccharobutyricum désaminent en présence d’oxygeéne six
acides aminés sur les treize essayés (Tableau VI). Ce sont: la leucine, l'isoleucine la

TABLEAU VI
(CL. saccharobutyricum)

40 micromols d’acide aminé correspondant a la forme L, 1 ml de suspension (15 mg de poids sec).
Tampon de phosphate & py: 7.4. Volume total: 3 ml. Dans le logement central 4 2 ml KOH 3-109,.
Durée d’expérience: 120 minutes.

Substrat O, abs. o NH, dégagé O,
en micromols NH,
L-alanine . . . . . . . . . ... L L. 27 26 1.03
DL-isoleucine . . . . . . . . . e 18 22.4 0.83
Lleucine . . . . . . . ... L., 27 45 0.60
L-valine . . . . . . . e e e e e 9.6 19.2 0.50
pr-méthionine . . . . . . . . .. . .. 22.7 40 0.51
DL-sérine . . . . . . . . . . . e 8.45 11 0.76
L-aspartate . . . . . . . . . ... ... I1.2 24.2 0.32
L-glutamate e e e e e 5.7 19.4 0.18
L-arginine . . . . . . . . . . . .. . o o
L-histidine . . . . . . . . . . L L., o o
L-orpithime . . . . . . . . . . . ... o o
L-proline . e e e e e e e e o o
Lglycine . . . . . . . . . .. .. o o
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valine, I’alanine, la méthionine et la sérine. Ici également,il n'y a que la forme naturelle
qui soit attaqudée.

L’aspartate et lc glutamate sont fortement désaminés sans absorption appréciable
d'oxygene. Aussi la désamination de ces deux acides aminés se fait-elle par un mécanisme
différent de celui des six acides aminés mentionnés plus haut. La méme remarque est
valable également pour !’histidine.

Le rapport de la consommation d’oxygéne sur 'ammoniaque dégagé montre que
la valine, la méthionine, la leucine absorbent un atome d’oxygéne par molécule d’ammo-
niaque dégagé, I'isoleucine, I'alanine et la sérine consomment deux atomes d’oxygéne
par molécule d’ammoniaque dégage. Nous avons isolé et identifié les mémes acides
cétoniques qu’avec Cl. sporogenes. Nous n'avons pas pu isoler l'acide pyruvique pro-
venant de ’alanine ou de la sérine, confirmant ainsi les observations antérieures, — con-
cernant l’alanine — de I'un de nous?. Est-il oxydé par I'eau oxygénée problématique,
formée au cours de la désamination ou par un autre mécanisme?

a) Recherche de I'ean oxygénée. Pour les acides amingés suivants: isoleucine alanine,
sérine qui absorbent deux atomes d’oxygéne par molécule d’ammoniaque dégage, il est
naturel de supposer la formation de I'cau oxygénée. Nous avons cherché 4 la mettre
en évidence par les mémes méthodes que pour CI. sporogenes. L’addition de la catalase
scule n’a pas donné de résultats, comme pour Cl. sporogenes (Tableau VII).

TABLEAU VII
(Cl. saccharobutyricum)

INFLUENCE DE LA CATALASE SUR LE RAPPORT: OXYGENE CONSOMME AMMONIAQUE DEGAGE. CONDI-
. TIONS EXPERIMENTALES COMME POUR LE TABLEAU VI + 0.1 ml D'UNE SOLUTION CONCENTREE DE

CATALASE
Substrat O, absorbé . NHjg dégagé O,
en micromols NH,
| ! |
DL-isoleucine .. i 23.5 : 23.2 I 1.0
pL-méthionine . . . . . . . . . . . .. ‘ 22.4 | 42 | 0.53
|

Le test de KeiLix ET HARTREE, appliqué aux suspensions de CI. saccharobutyricum,
ne donne pas un résultat sans équivoque. En effet, I’éthanol seul, ajouté a la suspension,
absorbe de ’oxygéne et la quantité d’oxygéne absorbé¢ avec ’alanine + éthanol 4+ cata-
lase est égal 4 la somme de 1'oxygeéne absorb¢ dans les réactions de I’alanine + suspen-
sions et d’éthanol + suspensions respectivement. Cette question n’est donc pas résolue.
Il est a remarquer cependant, que la suspension de Cl. saccharobutyricum -+ éthanol
consomme la méme quantité d’oxygéne que la suspension de Cl. sporogenes + éthanol +
catalase (13 micromols).

b) Action des inhibiteurs. Le Tableau V résume l'action des inhibiteurs. Ce qui est
a 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 1009, comme avec 'autre clostridie.

DISCUSSION

Nous ne dirons ici que quelques mots sur la formation de I’eau oxygénée. Nous
avons montré sa présence dans les suspensions de Cl. sporogenes au cours de l'action
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L-amino-acide oxydasique par le test de KEILIN ET HARTREE. Nous traiterons ce sujet
dans un prochain mémoire avec ses conséquences sur le probléme général de l'action
léthale de I'oxygéne sur les clostridies, comme I'un de nous I'a déja fait3.

En ce qui concerne l'action de la catalase, nous avons montré qu’elle n’exerce pas
d’action protectrice sur les suspensions, qu'elle n’agit pas catalasiquement sur l'eau
oxygénée présente dans les suspensions. Cette non-protection par la catalase en pré-
sence de l'eau oxygénée est 4 souligner. En effet, I'action protectrice de la catalase
contre l'eau oxygénée formée ou ajoutée a été observée par différents auteurs. Ainsi
d’aprés SEvAG!®, Fujita ET Kopamall, I'addition de la catalase aux suspensions des
pneumocoques a l'air, les protége contre l'effet toxique de l'eau oxygénée. LWOFF ET
MOREL!2 avec Proteus vulgaris, B. subtilis, B. coli et BIRKENSHAW ET RAISTRICK!?, dans
le cas de Staphylococcus aureus, ont mis en évidence I'action protectrice de la catalase.

Cependant, si la catalase n’agit pas catalasiquement dans les suspensions de
Cl. sporogenes, elle agit peroxydasiquement en oxydant I’éthanol ajouté par H,O, formée
dans l'oxydation primaire des acides aminés. Ce fait soutient les vues de KEILIN ET
HARTREE® sur la fonction biologique de la catalase dans les oxydations couplees.

Quant & I'enzyme catalysant la désamination oxydative des acides aminés naturels
dans les suspensions de Cl. sporogenes et Cl. saccharobutyricum, il appartient au groupe
des L-amino-acide oxydases. Ce groupe comprend:

1. La L-amino acide oxydase du rein et du foie isolée par la méthode de WURMSER
ET FILITTI-WURMSER!, par BLANCHARD, GREEN, NOCITO ET RATNER!® et étudiée par
ce méme groupe de chercheurs.

2. La L-amino-acide oxydase de Profeus vulgaris, isolée et étudiée par STUMPF ET
GreEN®. Celle des tissus animaux oxyde les substrats en consommant une molécule
d’oxygene avec formation d’eau oxygénée, tandis que celle de Proteus vulgaris ne con-
somme qu'un atome d’oxygéne sans formation d’eau oxygénée.

La différence entre les deux enzymes se manifeste également envers les inhibiteurs.
D’aprés STumpF ET GREEN, KCN et I'alcool caprylique sont sans action sur la L-amino-
acide oxydase des tissus animaux, tandis qu'ils inhibent la r-amino-acide oxydase de
Proteus vulgaris. Dans les deux cas, le bleu de méthyléne peut remplacer I'oxygéne
comme accepteur d’hydrogéne.

En ce qui concerne l'action L-amino-acide oxydasique des suspensions de Ci. sporo-
genes, si elle ressemble avec ’alanine, la leucine, la valine et I'isoleucine, & celle des tissus,
I'inhibition de la désamination par KCN et I'alcool iso-octylique, cependant I'en diffé-
rencie. L’action L-amino-acide oxydasique de C!. saccharobutyricum sur 'isoleucine, sur
I'alanine et sur la sérine, ressemble plus & celle des tissus, puisque KCN n’a pas d’action
inhibitrice, bien qu’elle s’en différencie par I'inhibition par l'alcool iso-octylique. La
désamination oxydative de la méthionine par Cl. sporogenes ressemble, et du point de
vue de l'absorption d’O, et de l'action de KCN et de I'alcool iso-octylique, 4 celle de
la r-amino-acide oxydase de Profeus vulgaris. La désamination oxydative de la valine,
de la leucine et de la méthionine ressemble & celle de la L-amino-acide oxydase de
Proteus vulgaris en ce qui concerne I'absorption d’oxygéne, mais en différe par la non-
inhibition par le cyanure de potassium.

On note une différence quand on remplace I’'oxygéne par un colorant comme accep-
teur d’hydrogeéne. Le bleu de méthyléne (E, = 0.011 V & py 7) peut remplacer 1'oxy-
geéne aussi bien avec la L-aminoacide oxydase des tissus qu’avec celle de Proteus vulgaris.
Or, d’aprés les résultats d’AUBEL, ROSENBERG ET DE CHEZELLESY, si le bleu de crésyle
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(E, = 0.032 V a py 7) peut remplacer I'oxygéne avec les suspensions de C/. sporogenes,
il n’en est pas de méme pour Cl. saccharobutyricum. Les acides aminés sc sont montré
de faibles donateurs d’hydrogéne avec la suspension de cette clostridie.

En résum¢, I'action L-amino-acide oxydasique des suspensions de Cl. sporogenes
et de Cl. saccharobutyricum ne cadre, d’une maniére compléte, ni avec les propriétés de
la L-amino-acide oxydasc des tissus, ni avec celle de Protewus vulgaris.

De plus, Paction L-amino-acide oxydasique des suspensions de CI. sporogenes
différe de celle de Cl. saccharobutyricum: 1) par l'inhibition produite par KCN sur la
premiére; 2) par le comportement différent envers le bleu de crésyle comme accepteur
d’hydrogéne.

Enfin, ni lessuspensions de CI. sporogenes, ni celles de Cl. saccharobutyricum n’agissent
de la méme fagon sur les différents acides aminés, bien que 'action des suspensions de
Cl. sporogenes soit plus uniforme. En effet, elles désaminent oxydativement, en consom-
mant un ou deux atomes d’oxygéne. Ces faits sembleraient indiquer: 1) qu'il existe
d’autres amino-acides oxydases, différentes de celles des tissus et de celles de Profeus
vulgaris; 2) qu'il y aurait diverses L-aminoacide oxydases pour les différents groupes
d’acides aminés.

RESUME

1. Les suspensions de Cl. sporogenes et de Cl. saccharobutyricum, a I'air, sont capables de désa-
miner oxydativement un grand nombre d’acides aminés.

2. Seules les formes naturelles des acides aminés sont attaquées.

3. Avec Cl. sporogenes le rapport mol. O, absorbé: mol NH, dégagé est égal & un pour l'alanine,
la valine, la leucine ct I'isoleucine. Le méme rapport est égal & 0.5 pour la méthionine.

4. Avec CI. sacchavobutyricum le rapport mol O, absorbé: mol NHy dégagé est égal & un pour
I'alanine, la leucine, la sérine et & 0.5 pour la valine, la leucine et la méthionine.

5. Les 2—4 dinitrophénylhydrazones, des acides a-cétoniques correspondant aux acides aminés
suivants: valine leucine, isoleucine, méthionine ont été isolés ct identifiés. L'acide pyruvique, pro-
venant de 1'alanine ou de la sérine, disparait dans des réactions secondaires.

6. La formation de l’eau oxygénée a ét¢ démontrée avec les suspensions de Cl. sporogenes par
le test de KeILIN ET HARTREE (oxydation couplée). Pour Cl. saccharobutyricum, cctte question n'est
pas résoluc.

7. La catalase ajoutée ne protege pas les suspensions contre l'ecau oxygénée; elle n'agit pas
catalasiquement, mais d’une maniére peroxydasique.

8. Le systéme enzymatique catalysant I'action L-aminoacide oxydasique est discuté.

SUMMARY

1. Suspensions of C/. sporogenes and of Cl. saccharobutyricum are capable, in air, of deaminating
oxydatically a great number of amino-acids.

2. Only the natural forms of amino-acids arc attacked.

3. With Cl sporogenes the ratio mols oxygen absorbed : mols ammonia given off is equal to one
for alanine, valine, leucine and isoleucine. This ratio is 0.5 for methionine.

4. With Cl. saccharobutyricum the same ratio is cqual to one for alanine, leucine and serine, and
to 0.5 for valine, isoleucine and methionine.

5. The 2-4 dinitrophenyldrazones of the keto-acids corresponding to the following amino-acids:
valine, leucine, isoleucine, methionine, were isolated and identified. The pyruvic acid formed from
alanine or serinc disappears in sccondary reactions.

6. The formation of hydrogen peroxide was demonstrated with suspensions of Cl. sporogenes
using the KEILIN-HARTREE test (coupled oxidation). This question is not cleared up for Cl. saccharo-
butyricum.

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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ZUSAMMENFASSUNG

1. Suspensionen von Cl. sporogemes und Cl. sacchayobutyyicum konnen an der Luft eine grosse
Zahl von Aminosiuren oxydativ desaminieren.

2. Nur die natiirlichen Formen der Aminosduren werden angegriffen.

3. Mit Cl. sporogemes ist das Verhidltnis des aufgenommencn Sauerstoffes zum abgegebenen
Ammoniak in Mol fiir Alanin, Valin, Leudin, und Isoleucin gleich 1. Fiir Methionin ist dieses Verhilt-
nis gleich o.5.

4. Mit Cl. sacchavobutyricum ist dieses Verhdltnis gleich 1 fiir Alanin Leucin und Serin und gleich
0.5 fiir Valin, Isoleucin und Methionin.

5. Die 2-4 Dinitrophenylhydrazone der a-Ketosduren, welche den folgenden Aminoséuren ent-
sprechen: Valin, Leucin, Isoleucin, Methionin, wurden isoliert und identifiziert. Die Brenzweinsiure,
welche aus dem Alanin oder dem Serin stammt, verschwindet in Nebenreaktionen.

6. Die Bildung von Wasserstoffsuperoxyd durch Suspensionen von Cl. sporogenes wurde durch
den KEeILiN-HARTREE'schen Test (gekuppelte Oxydation) nachgewicsen. Fir Cl. saccharobutyricum
ist diese Frage nicht geldst.

7. Katalase schiitzt die Suspensionen mnicht gegen Wasserstoffsuperoxyd, sie wirkt hier nicht
als Katalase sondern als Peroxydase.

8. Das Fermentsystem welches die L-Aminosdurcoxydasewirkung katalysiert wird erdrtert.
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