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Les ultrasons (U.S.) provoquent la d6sint6gration des cellules, et, tout particuli~re- 
ment,  des microorganismes. Cette propri6t6 peut 6tre utilis6e et l 'a 6t6 pour l 'obtention 
d 'extrai ts  mierobiens riches en antig~nes ou en enzymes. Mais cette d6sint6gration, dfie 
aux effects m6caniques de la cavitation, est accompagn6e d'une activit6 chimique 
des U.S. 

Dans des publications ant6rieures, deux d 'entre nous ont mis en 6videnee les modi- 
fications importantes que subissent les prot6ines, ainsi que des compos~s plus simples 1, 2, 
et ont proposd une explication du m~canisme de l'action oxydante des U.S. 3, 4, 5. Ce 
m~canisme serait le suivant: les charges 61ectriques qui prennent naissance sur les 
parois des bulles de gaz engendr~es par la cavitation, provoquent des effluves (accom- 
pagn6es de luminescence). I1 s'ensuit une forte ionisation de l 'eau et la formation de 
radicaux libres (comme dans le cas des rayons X) de grande activitd chimique. Ainsi 
les noyaux aromatiques sont attaqu6s, les compos~s 6thyl~niques sont satur6s, diverses 
oxydations ont lieu, etc. D'une mani~re g6n~rale, l'activit(~ m~,canique (p. ex., destruc- 
tion des microbes) des U.S. est plus rapide que ces effets chimiques. 

On pouvait  s 'at tendre ?tce que des enzymes soient inactiv6s par les U.S. C'est ce 
que que nous avons essay6 de contr61er en nous adressant ~ un enzyme assez labile, une 
polyph6noloxydase du champignon Agaricus campestris. 

Nos recherches nous ayant  montrd, d 'autre part,  que les actions chinfiques des 
ultrasons sont supprim6es en absence de cavitation et aussi presque toujours lorsqu'on 
op6re en pr6sence d'hydrog~me dans la phase gazeuse, nous avons 6galement essayd de 
nous rendre compte si, dans ce cas, on observe cet effet protecteur. 

Nous croyons que ces experiences prdsentent un certain intdr6t parce qu'elles 
montrent  que l'on doit tenir compte d 'un 6ventuel effet destructeur des ultrasons, lors- 
qu'on s'adresse ~t eux pour obtenir un extrait  contenant des enzymes. 

TECHNIQUES 

I. Preparation des solutions enzymatiques. Nous avons suivi ici la m6thode de KEILIN 
ET MANN e, en par tant  de 5 kg de champignons frais (Agaricus campestris). Nous avons 
~t6 amen6s toutefois h employer des quantit6s d'ac~;tate de plomb et de gel de phosphate 
tricalcique 16g6remeut diff6rentes de celles utilis6es par ces auteurs, et nous avons arr6t~ 
nos essais de purification avant  la pr6cipitation par l 'acdtone car, ~ ce stade, nous obser- 
vions des alt6rations de l 'enzyme. Nous avons jug6 que le mat6riel obtenu, qui poss~dait 
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une activit6 enzymatique 200 fois sup6rieure k celle du jus initial, 6tait suffisamment 
purifi6 pour pouvoir servir dans les exp6riences envisag6es. 

2. Mesure de l'activit~, oxydasique. Nous avons utilis6 une m6thode colorim6trique, 
bas6e sur l 'oxydation du pyrogallol en purpurogalline, similaire ~ la m6thode introduite 
par WILLST.~,TTER 7. 

On ajoute ~ une solution de I g de pyrogallol bisublim6 clans 250 ml d'eau distill6e 
(exempte de cuivre) une quantit6 de solution enzymatique calcul6e de mani~re ~ obtenir 
entre 2 et 5 mg de purpurogaUine. On agite k Fair darts une ampoule ~ d6cantation durant 
5 rain k 2o°; l 'oxydation est alors arr6t6e par 5 ml d'une sol. d'acide sulfurique k 2o%. 
On extrait alors par de l'6ther chimiquement pur la purpurogalline form~e. On complete 
k ioo ml avec ce solvant et on pr61~ve la quantit6 n6cessaire pour la mesure colori- 
m6trique en ayant soin de filtrer le liquide sur ufl petit entonnoir k longue tige garni 
d'un filtre sans cendres (DtlRIEOX), afin de retenir l'eau contenue darts l'6ther et de 
clarifier 6ventuellement la solution. Les mesures colorim6triques ont 6t6 faites avec un 
61ectrophotom~tre ~ cellules au S616nium mont6es en opposition et le~ d6viations lues 
au tambour de l'appareil ont 6t6 compar6es avec une courbe 6talon de purpurogalline, 
obtenue par oxydation du pyrogallol avec du bichromate de potassium. 

L'activit6 a 6t~ exprim6e en PN (Purpurogallin Number), qui repr6sente la quantit6 
en mg de purpurogalline form6e k partir du pyrogallol en 5 min, ~ 20 °, par mg du poids 
sec de la pr6paration enzymatique. 

Dans nos exp6riences nous avons utilis~ des dilutions (activit6 comprise entre 3 et 
8 PN) de solutions purifi6es ayant des ~0  
activit6s d'environ 35 P.N. ~. 

3. Ultrasons. Nous utilisons dans e 
toutes nos 6tudes un appareillage k ~ 
quartz piezo61ectrique construit par la ~ 
maison S.C.A.M. s, qui diff~re des autres 
installations par le fait que le faisceau 
ultrasonore se d6gage directement dans 
l'eau, ce qui presente certains avantages 
dans l'6tude de produits biologiques. Sa 
puissance ultrasonore est de 76 watts. 3o 
La fr6quence utilis6e dans cette 6tude a 
6te de 960 Kc/sec. 

Les solutions d'oxydase (g6n6rale- 2o 
ment 30 ml) ont 6t6 plac6es dans une 
cloche en verre, d6crite pr6c6demment 1, 
dont le fond est constitu6 par une 
fine membrane en nitrocellulose, imper- 
m6able k l'eau, mais transparente pour 
les ultrasons. Afin d'6viter l'6chauffe- 
ment du liquide, la cloche a 6t6 main- 
tenue pendant l 'ultrasonnation dans un 
bain d'eau glac6e. 

La phase gazeuse au-dessus de la 
solution 6tudi6e a 6t6, soit de Fair, soit 
de l'hydrog~ne. Ce dernier, d~barass6 
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Fig. I. Activit6s relatives (les hombres correspon- 
dent ~ des divisions du photom~tre) des solutions 
enzymatiques en fonction du temps d'action: des  
ultrasons dans Fair (courbe x); des ultrasons dans 
l'hydrog~ne (courbe 2); des ultrasons sans cavita- 
tion (3) et  de l 'agitation avec barbottage d'air (4). 
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par  un barbottage dans une solution de pyrogallol potassique des traces d'oxyg/.ne qu'il 
contient, a dte introduit dans la cloche apr6.s un d,Sgazage du liquide clans h~ vide: cette 
opdration a 6t~ rdpdtde trois fois pour 61iminer l'air aussi compl6tement ,lU, • l,,,ssible. 

Des prdl~vements du liquide soumis aux ultrasons ont dte faits h des temps connus, 
afin de suivre l ' inactivation en fonction du temps. Lorsqu'on travaillait ~'n pr(.sence 
d'hydrog~ne, on procddait au ddgazage et au remplacement de l 'air par tie l'hydrog6ne 
aprils chaque prdl~.vement. 

Dans l'exp~rience temoin, off l'on soumettait  la solution de l 'enzvme h l'action de 
l 'onde ultrasonore sans cavitation, on a utilis6 un dispositif spdcial, ddcrit dans un travail 
ant&ieur~; le liquide pr~alablement ddgaze s 'y  trouve inclus sans phase gazeuse entre 
deux membranes dans un rdcipient cylindrique. 

RI~SULT~TS EXPI~RIMENTAUX 

Deux s6ries d'expfiriences ont dtfi effectudes en utilisant des solutions d 'oxydase 
ayant  des activit~s difffirentes. Les rfisultats ont ~t~ similaires. Dans chaque sdrie on 
soumettai t  les solutions ~ Faction des ultrasons, d'une part ,  en presence d'air et, d 'autre  
part ,  en presence d'hydrog~ne, apr6s ~limination aussi complete que possible de l'air. 
Les essais tdmoins ont ~t~ faits, d 'une part ,  en faisant agir les U.S. sur une solution 
d 'oxydase placde dans un r~cipient cylindrique enti~rement rempli de liquide et dOgaz(, 
ee qui avait  pour but d'6viter l'effet de la cavitation, et d 'autre part,  en soumettant  des 
solution: d 'oxydase soit ~ une agitation m6canique en prdsence d'air, soit ~ un barbot tage 
intense d'air  et ~ une agitation simultand~. 

Les r6sultats obtenus sont repr~sent6s par les courbes de la Fig. I. 

DISCUSSION 

Les solutions enzymatiques employees ne sont pas stables, elles se conservent mal 
et dans tous nos essais on notait  une baisbe de l 'activit& Mais, si dams les essais t~moins 
(agitation ou action des U.S. sans cavitation) l ' inaetivation 6tait relat ivement lente, 
elle se produisait extrSmement vite sour l 'action des U.S. en prdsence d'air. Ce rdsultat 
ne nous 6tonne pas, puisque de nombreux exemples nous ont montr6 les effets oxydants  
des ultrasons et que nous connaissons la sensibilit6 de l 'enzyme employ6 k des actions 
oxydantes.  Nous soulignerons toutefois la rapidit6 de l 'inactivation. Ce qui est plus 
6tonnant, c'est que l 'hydrog~ne n'ait  pas prot~g6 l 'enzyme contre les effets des ultra- 
sons; il a eependant ralenti tr~s sensiblement l ' inactivation. Or, dans nos expSriences 
ant&ieures, nous avons g~n6ralement constat~ que la pr6sence d'hydrog~ne dans la 
phase gazeuse emp6chait ,les effects oxydants  de se manifester. Jusqu'h pr6sent, nous 
n 'avons observ~ que deux cas oh cette r~gle ne s'dtait pas v6rifide: a) l 'hydrate man- 
ganeux brunit, c 'est&-dire s 'oxyde en hydrate manganique, m6me en prdsence d 'hydro-  
g6ne, bien que beaucoup plus lentement qu'en pr6sence d'air, et b) l 'hdmagglutinine de 
Hemophilus pertussis est inactiv6e m~me en presence d'hydrogfine, tandis que la toxine 
scarlatineuse est prot~g~e dans ces conditions (l'agglutinog~ne persiste m~me en pre- 
sence d'air) 9. 

Si nous croyons avoir propos~ une explication plausible du m6canisme des actions 
oxydantes des U.S. 4, l'effet de l'hydrog~ne n 'a  pas encore ~t6 bien expliqu6. I1 n 'est  
pas impossible qu'il y ait des niveaux diff6rents pour diffdrents accepteurs des produits 
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oxydants qui se forment dans l 'eau sous l'effet des U.S., l 'hydrate manganeux ~tant un 
accepteur plus puissant que l'hydrog~ne et ce dernier, h son tour, 6tant plus actif que le 
noya u benz6nique, etc. Si cette hypoth6se est exacte, l 'oxydase que nous avons 6tudi6e et 
l'h6magglutinine de H. pertussis auraient une sensibilit~ voisine de celle de l 'hydrate 
manganeux et on est tent~ de se demander si ce n'est pas le compos6 m6tallique de 
l 'oxydase qui en est la cause. 

Notons que, sous l'effet des U.S., les solutions d'oxydase brunissent et que des 
essais de r6activatiop ~ l'aide du sulfate de cuivre et de la g~latine de l 'enzyme 1°, inac- 
tiv6 par les U.S., n 'ont pas donne de r6sultat. 

Une autre explication de l'absence de protection par l'hydrog~ne serait que, dans 
ce cas, il s'agirait, non pas de l'effet chimique des U.S., mais de l'action m6canique de 
la cavitation (comme la d~sint6gration des microbes et, probablement, la d6gradation 
des hauts polym~res), qui n'est pas influenc~e par l'hydrog~ne. Dans l'6tat actuel de 
nos connaissances nous ne pouvons pas d6cider lequel des deux m6carismes connus 
est en cause ici, mais il nous paralt peu probable qu'il s'agisse d'une action m~canique, 
6tant donn~es les dimensions relativement petites de la molecule d'oxydase. 

Avant de conclure, nous voudrions insister sur le fait que nos observations peuvent 
6ventuellement d6pendre de notre appareillage, de sa puissance et de la fr6quence 
employ6e. D'autre part, l 'enzyme 6tudi6 est particuli~rement labile. I1 n'est donc pas. 
impossible, et des publications d'autres auteurs le prouvent, d'obtenir ~ l'aide des U.S 
des extraits de cellules contenant des enzymes actifs. Mais ce que nous voulions sou- 
ligner, c'est que sous l'effet des U.S., certains enzymes peuvent  ~tre irr6versiblement 
inactiv6s et que, par cons6quent, si un extrait ne contient pas un enzyme que l 'on 
cherche, cela ne veut pas dire n~cessairement qu'il n'existalt pas dans la cellule. 

l~£SUM~ 

Les ultrasons (fr~quence 96o Kc/sec; intensit6 76 watts) inactivent tr~s rapidement des solu- 
tions aqueuses de polyph6noloxydase de Agricus campestris purifi6e, en pr6sence d'air. Contrairement 
~. ce qui se passe dans de nombreux autres cas, l'hydrog~ne ne protege pas, mais ralentit  seulement 
cette inactivation, qui est probablement due A l'activit6 chimique des U.S. Cet exemple montre 
que l 'extraction d'enzymes de cellules ~. l'aide des U,S. peut ~tre accompagn6e 6ventuellement de 
leur compl~te inactivation. 

SL L~4"MARY 

Ultrasonic waves (frequency 96o Kc/sec; intensity 76 Watts) very rapidly inactivate in air 
aqueous solutions of the purified polyphenoloxidase of Agaricus campestris. In this case, on contrast 
to many others, hydrogen does not prevent but only slows.down this inactivation probably due to 
the chemical activity of the ultrasonic waves. This example shows tha t  extraction of enzymes from 
cells by ultrasonic waves may possibly be accompanied by complete inactivation of the enzymes. 

ZUSA3fMI~NFASSUNG 

Ultraschallwellen (Frequenz 96o Kc/Sek; Intensit~,t 76 Watt) inaktivieren an der Luft sehr 
schnell w~ssrige L6sungen gereinigter Polyphenoloxydase aus Agaricus campestris. Zum Unterschied 
von vielen anderen F~Rlen, schfitzt in diesem FaUe Wasserstoff nicht gegen die Inaktivierung, sondern 
verlangsamt sie nur; diese Inaktivierung scheint durch die chemische Wirkung der Ultraschallwellen 
bedingt zu werden. Dieses Beispiel lehrt, dass die Extraktion yon Enzyrnen aus ZeUen mit  Hilfe yon 
Ultraschallwellen gegebenenYalls yon einer vollst~indigen Inaktivierung der Enzyme begleitet se in  
kann. 
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