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INTRODUCTION 

Le sol est un milieu biologique complexe se prêtant mal à la mise en œuvre de techniques d’éva- 
luation des activités microbiennes qui s’y déroulent. WINOGRADSKY (110) a reconnu la nécessité de 
recourir à une méthode écologique autorisant le libre jeu des compétitions pour une substance ali- 
mentaire, dans des conditions physiques voisines de celles du sol. Les numérations électives sur gel 
de silice, qu’il a proposées, permettent de mettre en évidence de façon simple les microorganismes de 
différents groupes physiologiques. Elles traduisent une densité de « colonies actives » (77) dans le sol. 
De multiples objections ont cependant été formulées à l’encontre des numérations. Le développement 
des microorganismes est influencé par l’état de dessication du sol et sa conservation au labora- 
toire (98) (41). L’absence, dans les milieux artificiels, de facteurs nécessaires à la croissance entraîne 
une sous estimation de la densité des germes (58). D’après N. A. KRASIL’NIKOV (71), les méthodes 
basées sur l’ensemencement des échantillons de sol sur milieu de culture artificiel, ne reflètent guère 
les activités des organismes microbiens dans leur milieu naturel. Ces méthodes ne permettent d’isoler 
qu’un nombre limité de microorganismes, un grand nombre d’espèces, peut-être la majorité, ne 
pouvant être mises en évidence dans les conditions artificielles. Ceci pourrait être attribué d’après 
J. KAUFFMANN (communication non publiée) à l’effet sélectif des milieux artificiels : sur les milieux 
riches les espèces à prolifération rapide devancent les microorganismes à croissance lente qu’elles 
gènent soit par suite d’une compétition alimentaire, soit par production de substances antibiotiques. 
Les milieux pauvres tels que l’extrait de terre permettent le développement d’un plus grand nombre 
d”espèces dont la croissance limitée se traduit par des colonies punctiformes. 

Une deuxième méthode d’estimation de l’activité biologique du sol consiste à mesurer la vitesse 
de dégradation de diverses substances dans le sol. Ainsi après addition d’une matière azotée (urée, 
peptone, farine de soja), on détermine la quantité d’ammonium qui apparait (9 1); ou bien après avoir 
ajouté du glucose on évalue la proportion de cette substance qui est utilisée (.85). La nécessité d’obtenir 
un phénomène mesurable peut conduire à effectuer des additions de substances telles qu’elles modi- 
fient profondément les équilibres biologiques. Ceci n’est cependant pas, a priori, un inconvénient 
dans le cadre d’études de critères permettant de différencier les sols. L’utilisation de l’appareil de 
Warburg pour la mesure de la respiration des sols, permet l’addition de faibles quantités de substances 
organiques lesquelles ne perturberaient pas les équilibres biologiques. Il a pu être distingué par ces 
mesures, lors de la dégradation du glucose, différentes phases qui sont sous Ia dépendance du traite- 
ment préalable du sol (28), (29). On doit également citer ici les mesures de la production de gaz 
carbonique ou de nitrate par une terre humidifiée, non enrichie en substances décomposables (85), 
(31); les valeurs obtenues sont globales, elles résultent de l’ensemble des processus qui aboutissent en 
définitive à la minéralisation de la matière organique des sols. Immédiatement après humectation 
du sol, on observe une intense respiration qui s’infléchit ensuite progressivement (101) (65). Ce flux 
de minéralisation est sous la dépendance des conditions qui ont précédé l’humectation (6), (7), (8), 
en particulier de la durée de la période au cours de laquelle le sol est demeuré sec, ainsi que de la 
température à laquelle il a été soumis donc du stockage et de la saison où a été effectué le prélèvement. 

Une troisième méthode de mesure de l’activité biologique des sols réside dans l’évaluation de 
leur activité enzymatique. Elle s’est surtout développée depuis une dizaine d’années sous l’impulsion 
de E. HOFMANN et de ses collaborateurs. De nombreuses techniques de mesure ont été proposées: 
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(48), (51), (52), (53), (54), (55), (56), (59), (27), (45), (74), (99), (36), (64). Les enzymes étant suscep- 
tibles de réagir dans des conditions éloignées des conditions vitales, il est possible d’obtenir des 
vitesses de réaction élevées. Ceci permet de réaliser des techniques de mesure très sensibles qui ne 
nécessitent pas une amplification préalable du phénomène étudié, par multiplication des microorga- 
nismes, contrairement à ce qui a heu pour les méthodes précédentes. 

La signification des mesures enzymatiques est cependant controversée. Ainsi d’après J. P. 
CONRAD (18) l’uréase adsorbée sur les colloïdes serait en quantité nettement plus importante que 
l’uréase contenue dans les microorganismes et interviendrait pour une part prépondérante dans 
l’hydrolyse de l’urée ajoutée au sol. E. HOFIUNN (49) indique d’une manière plus générale que les 
ferments provenant des microorganismes morts se fixent dans le sol et y participent aux transforma- 
tions de matières. Les mesures enzymatiques incluant l’action de ces ferments et de ceux des microor- 
ganismes, seraient, d’après l’auteur, le seul moyen d’évaluer l’intensité des réactions ayant lieu dans 
le sol. H. KOEPF (66) admet également que le sol renferme des ferments adsorbés mais ne leur attribue, 
par contre, aucun rôle dans les transformations de matières. D’après A. D. Mc LAREN (81), (82), la 
présence d’enzymes adsorbées dans le sol est peu probable car ces substances protéiques peuvent 
être attaquées par les microorganismes. L’activité de l’uréase dans les sols stériles résulterait de la 
diffusion de l’urée et de l’ammonium à travers les parois des cellules mortes. 

La rétention des enzymes par le sol a été invoquée dès les premières études enzymatiques du sol 
pour rendre compte du fait que certaines réactions n’étaient pas arrêtées par la présence d’antisep- 
tique. Cependant cette interprétation exclut l’action des enzymes cellulaires dont l’activité peut se 
poursuivre après addition d’antiseptique. V. §UBRAKMANYAN (104) a observé que la production 
d’ammoniac dans le sol n’était pas supprimee mais simplement diminuée par addition de toluène. 
Plus récemment J. P. CONRAD (17), (18), (19) a montré que l’hydrolyse de l’urée dans les sols n’était 
pas sensiblement affectée par le toluène, tandis que le chauffage du sol à 850 et la présence d’inhibi- 
tenrs de l’uréase tels que le chlorure mercnrique et la trypsine ont un effet dépressif très marqué. 
Dans deux études ultérieures (21), (22) J. P. CONRAD signale une accélération de la vitesse d’hydro- 
lyse de l’urée dans certains sols, lorsque ceux-ci sont percolés par des fractions successives d’une 
solution d’urée, en présence de toluène. L’auteur montre que ce phénomène n’est pas imputable 
à un développement de microorganismes et propose deux hypothèses pour en rendre compte. Dans la 
première, conforme à la notion précédente, l’uréase adsorbée, dont les groupements réactifs seraient 
en majorité bloqués, deviendrait active par libération de ces derniers. Dans la deuxième hypothèse, 
l’activité enzymatique serait latente dans les cellules vivantes et mortes; l’accélération observée 
proviendrait donc d’une augmentation de la vitesse de libération d’uréase, principalement par les 
cellules mortes. 

Plusieurs tentatives d’élntion des enzymes du sol ont été faites dans le but de montrer que celles- 
ci peuvent s’y trouver à l’état adsorbé. Dans une étude publiée en 1910,C. FERMI (35) signale l’élution 
d’une enzyme protéolytiqne par l’eau phéniquée. Cependant, cette étude ne comporte pas de résultats 
quantitatifs; en outre, il y est mentionné que l’élution effectuée sur des sols enrichis en enzymes 
était très limitée. Ainsi la trypsine ne pouvait être décelée dans les extraits que si elle avait été ajoutée 
au sol à la dose de 5 à 10 0/0 tandis que la pepsine et la papaïne ajoutées à la dose de 5 ‘% n’étaient pas 
decelables. L’extraction d’une désaminase du sol a été mentionnée par V. SUBRAHMAIWAN (104). 
C. ANTONIANI et ses collaborateurs signalent d’autre part (3) l’élution d’une enzyme catepsinique. 
L’activité enzymatique de ces extraits est cependant très faible. Récemment M. H. BRIGGS et L. 
SEGAL (9) sont parvenus à isoler du sol des protéines possédant une activité nréasique. Ces protéines 
étaient extraites par un tampon-phosphate de pH 6,0, puis floculées par l’acétone. Les auteurs n’in- 
diquent pas quelle fraction de l’activité enzymatique du sol représente l’activité de l’uréase éluée. 
mais ils considèrent que la plus grande partie des enzymes du sol est contenue dans les cellules vi- 
vantes. M. MARTIN-SMITH (76) a obtenu des extraits de sol présentant une activité uricasique. Deux 
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enzymes étaient éluées par le phosphate, l’une à pH 7,0, l’autre à pH 8,4; elles se différenciaient par 
leur comportement en présence d’inhibiteur. Cependant ces résultats concernent un sol proche d’un 
poulailler et un sol de pâturage permanent. Ces sols reçoivent donc des apports importants de subs- 
trat; leur richesse en uricase est par suite exceptionnellement élevée. Dans ces conditions, l’obtention 
d’extraits actifs n’est pas un indice de la présence générale de quantités appréciables d’uricase libre 
dans les sols. 

J. P. CONRAD (18) signale qu’il n’a pu obtenir l’élution de l’uréase naturellement présente dans 
le sol ni celle de l’uréase de soja qui y avait été fixée. A défaut d’élution, l’aptitude du sol à adsorber 
l’uréase de soja est considérée par l’auteur comme un indice de la présence d’uréase adsorbée dans 
le sol. L. A. PINCK et F. E. ALLISON (90) ont par contre obtenu l’élution d’une fraction de I¶nréase 
commerciale adsorbée sur de la montmorillonite. E. HOFPIIANN et A. SEEGERER (47) ont montré que 
la saccharase de levure se fixe dans le sol; les auteurs en déduisent que les enzymes du sol sont elles- 
mêmes adsorbées. Nous avons de notre côté (84) adsorbé l’asparaginase de levure dans sept sols de 
Madagascar; mais nous avons également obtenu l’élution ultérieure d’une proportion importante 
de cette enzyme de levure. Par contre, la technique employée ne permettait pas l’extraction, même en 
faible quantité, de I’asparaginase naturellement présente dans les sols, ce qui semble bien indiquer 
que celle-ci ne s’y trouve pas à l’état adsorbé. Cette conclusion ne peut être étendue à l’ensemble des 
enzymes; mais elle montre l’insufFisance du test de l’adsorption comme indice de la présence d’en- 
zymes adsorbées dans le sol. D’après G. HOFFMANN (46) le mode de fixation des enzymes adsorbées 
expérimentalement pourrait être différent de celui des enzymes naturellement présentes dans les sols 
ce qui expliquerait la difficulté d’éluer ces dernières. 

L’étude de la stabilité des enzymes adsorbées expérimentalement dans le sol ne permet pas non 
plus de confirmer l’hypothèse de l’accumulation d’enzymes adsorbées dans le sol. Ainsi l’aspara- 
ginase de levure fixée par le sol est inactivée lors du séchage ultérieur de celui-ci. L¶uréase de soja 
et la saccharase de levure ont, par contre, résisté à la dessication; cependant, la première de ces 
enzymes est progressivement inactivée dans le sol maintenu humide. B. J. STOJANOVIC (103) a égale- 
ment observé une diminution d’activité de l’uréase commerciale ajoutée au sol; cette diminution 
est de 50 % au cours des douze premières heures, puis l’activité continue à décroître moins rapide- 
ment pendant les soixante-douze heures qui suivent. Quant à la saccharase de levure 1. Krss et 1. 
BALJNT (63) ont montré qu’elle ne conservait pas longtemps son activité dans le sol humide. A. Sh. 
GALSTYAN (39) a établi que les enzymes naturellement présentes dans le sol sont plus stables que les 
enzymes correspondantes provenant d’un apport extérieur. L’invertase et I’amylase ont été ajoutées 
à trois sols de pH respectif 5,5, 7,6 et 8,2; ces enzymes, actives en milieu acide, sont d’autant plus 
rapidement inactivées que le pH du sol est plus élevé. C’est l’inverse qui a lieu pour la peroxydase, 
enzyme active en milieu basique. Dans les meilleures conditions de stabilité, 30 % de l’invertase, 
40 % de la peroxydase et 83 % de l’amylase sont inactivées après 30 jours. 

Deux processus ont pu intervenir pour provoquer cette disparition d’activité. Le premier réside 
dans la rigidité avec laquelle les protéines sont retenues, comme cela est rapporté dans une étude 
générale de C. A. ZITTLE (112) sur l’adsorption. L’auteur mentionne que l’inactivation consécutive 
à l’adsorption a été observée pour de nombreuses enzymes. Le deuxième, dont l’effet est moins rapide, 
est la destruction des enzymes fixées par le sol, destruction qui interdit leur accumulation hors des 
cellules. II a été montré que les substances protéiques adsorbées peuvent être dégradées par les 
enzymes. A. D. Mc LAREN (80) a établi que la lysozyme inactivée par la chaleur et adsorbée sur la 
kaolinite était digérée par la chymotrypsine. E. F. ESTERMAN et A. D. Mc LAREN (33) ont montré 
que l’adsorption de la lysozyme dénaturée pouvait augmenter la vitesse avec laquelle cette protéine 
est attaquée par certains microorganismes. Ceci serait dû à l’effet de concentration résultant de I’ad- 
sorption du substrat et d’exoenzymes produites par les microorganismes. 
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Une étude de G. HOFFMANN (44) relative à la localisation des enzymes sur les différentes frac- 
tions granulométriques du sol apporte également des résultats qui sont en opposition avec l’hypo- 
thèse d’une accumulation des enzymes hors des cellules des microorganismes. L’auteur a montré en 
effet que la proportion la plus importante d’enzymes se trouvait dans la fraction limoneuse qui est 
la plus riche en microorganismes et non dans la fraction argileuse dont le pouvoir adsorbant est le 
plus élevé. On doit cependant relever une exception en ce qui concerne I’uréase. 

D’après 1. Krss et 1. BALINT (63) l’accumulation d’enzymes dans le sol pourrait résulter essen- 
tiellement de la stabilité des enzymes dans les cellules mortes et les fragments cellulaires. Ces auteurs 
ont montré que des cellules de levure vivantes ou partiellement autolysées, introduites dans le sol, 
présentaient encore respectivement 11,3 % et 6,6 % de l’activité saccharasique initiale, après trois 
semaines d’incubation. Ces proportions étaient un peu plus élevées lorsque de la kaolinite ou de la 
bentonite était ajoutée au sol. Par contre, l’augmentation de l’activité saccharasique du sol, 
consécutive à l’addition d’autolysats sans cellule, avait complètement disparu après cette période 
d’incubation. Ceci suggère que la saccharase contenue dans les cellules mortes et les fragments de 
cellules, doit représenter une plus grande fraction de la saccharase du sol que l’enzyme libérée par 
les cellules et adsorbée sur les colloïdes. Cependant, bien que la vitesse d’inactivation soit plus faible 
dans les cellules mortes, ce qui permet le maintien transitoire de la saccharase dans le sol, il n’est 
pas démontré que la fraction non détruite soit stable et par suite que l’effet protecteur observé 
donne lieu à une accumulation d’enzymes dans le sol. On doit mentionner ici les expériences de H. 
KOEPF (66) établissant que la saccharase de la racine ne contribuait pas à accroître la teneur du sol en 
cette enzyme; en effet, l’activité de la saccharase de la racine diminue progressivement après la mort 
de la plante puis disparaît. 

L’hypothèse d’une accumulation d’enzymes dans le sol repose principalement sur le fait que 
l’activité biologique des sols et leur teneur en enzymes ne présentent pas toujours de corrélation. 
Ainsi H. KOEPF a montré qu’après stérilisation partielle du sol par la chaleur, la saccharase (65) et 
l’uréase (66), qui étaient presque entièrement détruites par ce traitement, n’étaient pratiquement pas 
reformées lors de l’incubation ultérieure du sol, bien que la stérilisation soit suivie d’une augmen- 
tation de la production de gaz carbonique correspondant à une reprise de l’activité microbienne. 
L’auteur signale également? dans ces deux études, que les fluctuations d’intensité de l’activité micro- 
bienne au cours de l’année, ne peuvent être suivies au moyen de l’évaluation de la teneur des sols en 
saccharase et uréase. Celle-ci présente en effet une constance assez marquée, tout au moins en sol 
non recouvert par la végétation. Sous végétation, quelques fluctuations ont lieu: pour la saccharase 
elles sont imputables à la formation puis à la destruction de saccharase des racines ; quant à l’uréase, 
une production de cette enzyme semble se rattacher à une activité microbienne liée à la décomposition 
des racines, mais cette production est assez limitée. D’après l’auteur, l’activité microbienne ne mettrait 
en jeu qu’une quantité minime de ces deux enzymes; les microorganismes ne renfermeraient donc 
qu’une très faible proportion de la masse totale de saccharase et d’uréase présentes dans le sol. 

D’après J. DROBNIK (26), la production d’enzymes dans le sol serait en relation avec leur spéci- 
ficité et non avec l’activité biologique globale. L’auteur rapporte à l’appui de cette hypothèse, le 
fait que l’augmentation d’activité biologique due à l’addition de glucose au sol, s’accompagne d’une 
diminution de l’activité de la saccharase. D’après 1. B. ALEXXNDROV (l), également, l’activité des 
ferments dans le sol reflète seulement des processus de transformation de certains groupes de sub- 
stances bien déterminés. A. Sh. GALSTYAN (37) (40) émet la même opinion. Cet auteur estime que, 
pour évaluer l’activité biologique globale de différents sols, il est indispensable d’étudier l’activité 
de différents groupes d’enzymes et l’intensité respiratoire; cependant pour un seul type de sol, la 
détermination d’un seul groupe d’enzymes et la respiration devraient suffire. L’activité des enzymes 
du groupe carbohydrase (invertase, amylase, p-glucosidase) pourrait être représentée par une mesure 
effectuée sur une seule de ces enzymes, une corrélation se présentant entre elles (38). D’après 
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J. KEILLING (62), la phosphatase étant impliquée dans toutes les assimilations, fermentations et 
nutritions, la mesure de son activité devrait permettre de saisir tous les phénomènes. 

Cependant cette notion d’une production adaptative d’enzymes dans les sols, ne rend pas compte 
du fait que l’activité enzymatique ne présente pas, généralement, de fluctuation très importante au 
cours de l’année. Fait qui se retrouve dans une étude de YE. RUNOV et 0. S. TEREKHOV (96) sur la 
catalase de sols de différents types et sous divers couverts végétaux. R. S. KATSNEL'SON et V. V. 
ERSHOV (60) rapportent que les teneurs de divers sols en catalase, protéase et saccharase subissent 
peu de changements au cours de l’année; toutefois dans quelques cas des fluctuations de la teneur 
en saccharase ont lieu. A. Sh. GALSTYAN signale des fluctuations assez faibles mais parallèles d’acti- 
vités enzymatiques (invertase, P-glucosidase et amylase) (38), (catalase, peroxydase et invertase) (37). 
Des variations assez importantes de l’activité enzymatique des sols, sont rapportées dans les études 
de S. M. MASTAKOV, T. N. KULAKOVSKAYA et S. M. GOL'DINA (79), V. S. SHUMAKOV(~~), A. A. 
NIZOVA (89) et C. MOUREAUX (86), mais elles peuvent résulter au moins partiellement d’une produc- 
tion d’enzymes par les végétaux. C. MOUREAUX signale en particulier le rôle possible des Lichens en 
sol nu. Dans une étude effectuée sur des sols de l’Est de la Sibérie par K. A. KOSLOV (69), des diffé- 
rences très importantes de l’activité saccharasique sont mentionnées entre les mois de juin et juillet. 
Elles ont lieu sur 50 cm de profondeur dans un sol sous forêt de Pin et Bouleau et dans un sol sous 
steppe. Elles affectent seulement les 20 premiers centimètres dans un sol cultivé. Ces changements 
ne paraissent pas liés à l’activité microbienne. En effet la densité des microorganismes est plus élevée 
en juillet où les pluies ont été abondantes qu’en juin où s’est prolongée la sécheresse de printemps; 
par contre l’activité enzymatique est la plus élevée en juin. Il est possible que ces résultats traduisent 
une destruction de la saccharase des racines dans le sol imbibé d’eau. 

Des relations positives se présentent cependant entre l’activité biologique des sols et leur activité 
enzymatique. Ainsi, il a été reconnu que l’activité enzymatique diminue généralement de la surface 
vers la profondeur; elle se trouve parfois presque entièrement localisée dans la litière. La répartition 
des enzymes à travers le profil est donc parallèle à celle des microorganismes. D’autre part, K. A. 
KOSLOV (69) signale une augmentation de l’activité catalasique des sols après la mise en culture, 
laquelle amène des conditions favorables à l’activité microbienne. Des corrélations entre la production 
d’enzymes dans le sol et l’activité biologique ont été observées dans certaines conditions. R. H. 
JACKMAN et C. A. BLACKl59) rapportent que l’activité phytasique et la production de gaz carbonique 
sont sensiblement proportionnelles, lors de la dégradation de la farine de Luzerne dans un sol stérilisé 
puis ensemencé avec un extrait de sol frais. J. P. CONRAD (20) a montré que dans un sol préchauffé, 
ne contenant plus d’uréase, l’addition de substances décomposables peut provoquer une formation 
plus ou moins importante d’uréase. L’effet est maximum après soixante-quatre jours d’incubation 
avec la farine de Luzerne et un mélange de paille et gélatine. D. A. HAIG (43) rapporte qu’une produc- 
tion d’estérase a lieu dans les sols autoclavés enrichis en farine de Luzerne elle-même autoclavée. 
1. L. STEVENSON (102) signale que dans un sol peu actif auquel a été ajouté du matériel végétal, l’acti- 
vité déshygrogénasique évolue parallèlement au nombre de microorganismes et à l’activité biologique 
mesurée par la consommation d’oxygène. Pour divers sols simplement humidifiés, les teneurs en 
déshydrogénase présentent une corrélation avec les consommations d’oxygène mais non avec les 
densités des microorganismes. La réduction de l’indicateur employé pour la mesure dépend seulement 
de l’activité normale des cellules dans les conditions anaérobies du test. 

On doit noter que les mesures réalisées par 1. L. STEVENSON, sont effectuées en l’absence d’anti- 
septique. Dans les techniques d’évaluation des activités enzymatiques des sols, le toluène est habituelle 
ment utilisé pour empêcher une synthèse d’enzymes par les cellules du sol au cours de la mesure, 
ainsi que l’assimilation des produits de la réaction; mais également dans le but de libérer les enzymes 
endocellulaires. Son efficacité est cependant mise en doute par D. CLAUSS et K. L. MECHSNER (14), 
qui ont observé un plus grand nombre de microorganismes dans les sols, après avoir soumis ces 
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derniers aux mesures enzymatiques proposées par E. HOFMANN, en présence comme en l’absence de 
toluène. D’après D. A. HAIG (43), l’hydrolyse de l?u-ke dans les sols en présence de toluène résulte- 
rait d’une production d’uréase par les microorganismes au cours de la mesure, soit par multiplica- 
tion cellulaire, soit par induction dans les cellules non proliférantes. L’auteur rapporte que l’hydrolyse 
de l’urée dans un sol n’a plus heu après traitement de celui-ci par l’oxyde d’éthylène, bien que ce 
corps n’ait aucun effet dépressif sur l’uréase ajoutée au sol; ceci indiquerait que le sol ne renfermait 
pas d’uréase avant l’addition de l’urée. Cette conclusion n’est cependant pas confirmée par le compor- 
tement du sol après stérilisation par un faisceau d’électrons (81); en effet, l’activité uréasique persiste 
bien que les microorganismes soient tués. J. DROBNIK (30) a montré que le toluène empêche l’utilisa- 
tion du glucose par les microorganismes dans le sol; il empêche également la production de gaz 
carbonique dans le sol enrichi en saccharose. Cependant, d’après l’auteur, on ne peut être stIr que le 
toluène soit toujours efficace lors des mesures enzymatiques effectuées sur le sol. H. T. ROGERS (93) 
rapporte que le toluène empêche la production de gaz carbonique dans le sol enrichi en saccharose 
seul ou avec glycérophosphate, et considère ce corps comme un antiseptique efficace. J. P. CONRAD (21) 
a montré que l’augmentation de l’activité uréasique se produisant au cours de la percolation du sol 
par une solution d’urée, en présence de toluène, n’est pas due à une multiplication des microorga- 
nismes. G. DURAND (32) rapporte qu’une activité allantoïnasique se manifeste dans un sol après 
induction préalable .de l’enzyme par le substrat à 30”. L’activité enzymatique a heu en présence de 
toluène, mais ce dernier empêche l’induction de l’enzyme. 

L’activité enzymatique des sols a également été considérée en fonction de facteurs tels que la 
végétation, la teneur du sol en carbone, azote, argile, les fumures, le type de sol et la fertilité. La 
végétation a une nette influence sur l’activité enzymatique des sols. E. HOFMANN, E. WOLF et W. 

SCHMIDT (50) rapportent qu’après élimination d’une pelouse, les activités saccharasique et uréasique, 
dans les dix premiers centimètres diminuent progressivement pour atteindre après une année des 
valeurs nettement inférieures à celles du témoin sous prairie. Au-dessous de dix centimètres les acti- 
vités enzymatiques ne sont pratiquement pas affectées. Y. E. RUNOV et 0. S. TEREKHOV (96) ont trouvé 
que l’activité catalasique est plus élevée sous forêt que sous jachère; sous forêt est observée une 
influence particulière de la nature du peuplement. P. L. VERONA (107) (108) a montré que la germina- 
tion des graines provoque une augmentation des activités catalisique et saccharasique du sol à proxi- 
mité des graines. L’augmentation est fonction de l’espèce végétale et dans une plus grande mesure 
du type de sol. G. S. DAVTYAN (23) signale que les activités saccharasique et uréasique sont un peu 
plus élevées dans la rhizosphère que hors de celle-ci. L’influence de la végétation réside vraisemblable- 
ment dans la stimulation de l’activité microbienne par l’apport de matière organique. Une action 
directe des ferments des plantes doit également être considérée. H. T. ROGERS (94) a montré que les 
racines libèrent des cellules superficielles hydrolysant certains composés phosphorés organiques. 
E. F. ESTERMANN et A. D. Mc LAREN (34) ont mis en évidence une activité phosphatasique dans la 
coiffe et à la surface des racines. N. A. Klw3IL'NIKOV (70) signale que les racines entières de Blé, 
Maïs et Pois hydrolysent le saccharose et l’amidon mais non la gélatine. 

H. KOEPF (67) a montré que des corrélations se présentent entre, d’une part, les activités saccha- 
rasique, uréasique et glucosidasique de six sols de culture et, d’autre part, la proportion d’éléments 
fins (inférieurs à 0,Oi mm) et la teneur en carbone ou azote. L’activité enzymatique serait également 
en corrélation avec le rapport C/N. Les équations de corrélation présentent cependant des facteurs 
de correction plus ou moins importants. A. Sh. GALSTYAN (38) rapporte que des activités enzyma- 
tiques (invertase, P-glucosidase et amylase) sont en corrélation avec la teneur des sols en humus. 
H. KOEPF (67) signale que dans quatre types de sol, les activités saccharasique et uréasique ne sont 
pas uniformisées par l’application de techniques culturales identiques poursuivies pendant quinze 
années. Des fumures très différentes (paille, fumure minérale, fumier d’étable) n’entraînent que des 
différences peu marquées des activités saccharasique et uréasique (68). Ceci indiquerait que l’activité 
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enzymatique est essentiellement conditionnée par des facteurs propres à chaque sol, non susceptibles 
de modification importante (teneur en carbone et éléments fins). Des résultats analogues ont été 
obtenus par E. HOFMANN, E. WOLF et W. SCHMIDT (50) pour trois types de sols dans lesquels les 
activités saccharasique et uréasique sont peu influencées par l’application de fumier d’étable, de fumure 
minérale ou de combinaisons des deux, pratiqués pendant deux années. D’autres mesures d’activité 
enzymatique rapportées par E. HOFMANN (49) (57) traduisent cependant une influence plus marquée 
de la fumure lorsque celle-ci est à la fois azotée et phosphorée. A. Sh. GALSTYAN (37) rapporte que 
les engrais et les labours provoquent une modification de l’activité enzymatique des sols; cette 
modification est cependant assez limitée contrairement à ce qui a lieu pour la respiration. L’auteur 
signale (40) qu’il a obtenu une corrélation entre la récolte de blé d’hiver et l’activité de I¶invertase 
dans 9 parcelles. H. KOEPF (68) mentionne qu’aucune relation ne se présente entre la richesse des sols 
en phosphore et potassium et leur activité enzymatique. D’après A. BAROCCIO (5), l’activité catala- 
sique des sols est en relation avec la richesse en matière organique et dans une faible mesure avec la 
teneur en phosphore soluble mais non avec celle du potassium. L’activité catalasique serait « un 
indice biopédologique de fertilité » de signification orientative et utile dans de nombreux cas pra- 
tiques où l’on ne peut recourir à l’analyse chimico-physique ou aux vérifications agronomiques, 

Il ressort de ces études que l’activité enzymatique des sols présente généralement une inertie 
assez marquée et ne semble pas être en relation très étroite avec l’activité biologique et la fertilité. 
Ceci a été interprété comme un indice de la présence dans le sol d’enzymes accumulées provenant des 
microorganismes morts. Toutefois l’accumulation d’enzymes n’a pu être démontrée; leur faible 
stabilité la rend même peu probable. L’explication du comportement des enzymes du sol pourrait 
donc être ailleurs, peut être dans une certaine stabilité du paysage microbien. En premier lieu contri- 
bueraient à cette stabilité les microorganismes que S. WINOGRADSKY (llO/p. 418) désigne par « . . . le 
groupe autochtone ou humivore, à activité continue, qui se porte sur l’oxydation de la matière orga- 
nique du sol... ». Quant aux microorganismes du « . . . groupe zymogène, qui attaque divers éléments 
organiques et dont l’activité est liée à leur apport . . . », leur action minéralisatrice peut être rapide 
lorsqu’elle affecte les substances organiques facilement décomposables, mais celles-ci ne représentent 
qu’une fraction de la masse totale des matières organiques faisant retour au sol. D’après J. POCHON 

et H. DE BARJAC (92, p. 67), « Toutes ces réactions de synthèse (kation de l’azote atmosphérique) et 
de minéralisation (des éléments constitutifs des végétaux et des animaux morts) ne sont pas effectuées 
de façon brutale, mais par de longues chaînes de réactions étroitement intriquées et couplées ». On 
doit également considérer que les ferments des cellules au repos assurent la permanence d’une frac- 
tion des enzymes du sol. 

L’étude de l’activité enzymatique des sols rapportée ici concerne l’asparaginase. Elle a pour but 
de préciser la situation d’une enzyme dans le sol, problème dont l’importance est mise en évidence 
par la diversité des interprétations de mesures d’activité enzymatique dans les sols. L’asparaginase 
a été choisie car cette enzyme très largement répartie (111) a été peu étudiée dans les sols; de plus son 
activité peut être facilement évaluée par le dosage de l’ammonium libéré. Les conditions optimales 
de la mesure ont été déterminées dans différents échantillons de terre. Ensuite des critères de la locali- 
sation de l’asparaginase dans les sols ont été recherchés en étudiant comparativement le comporte- 
ment de cette enzyme et celui de l’asparaginase de levure. D’une part, l’asparaginase naturellement 
présente dans les sols et l’asparaginase de levure adsorbée expérimentalement dans ces sols à partir 
d’une préparation purifiée de cette enzyme ont été comparées quant a leur aptitude a être éluées. 
D’autre part, nous avons examiné l’influence de divers facteurs sur l’activité de l’asparaginase des sols 
et sur l’activité de l’enzyme contenue dans les cellules de levure. Enfin des relations entre l’asparaginase 
et l’activité de la microflore ont été recherchées au moyen d’incubations de sols enrichis en cellulose. 
Un essai d’application de la mesure de l’activité de l’asparaginase à l’évaluation du niveau de ferti- 
lité des sols a également été réalisé. 



première partie 

MESURE DE L’ACTIVITÉ 
DE L¶ASPARAGINASE DANS LES 

1. - ACTMTI? DE L’ASPARAGINASE EN PRÉSENCE DE BORATE 

Sols employés. 

Les échantillons de terre ont été choisis en petit nombre mais très différents les uns des autres, 
de manière à dégager, d’une part, les caractéristiques générales de l’activité de l’asparaginase du sol 
et, d’autre part, l’influence des conditions particulières de chaque sol. Ces échantillons ont été prélevés 
dans trois régions climatiques différentes: les Hauts-Plateaux malgaches, le versant oriental de ces 
plateaux et la zone côtière orientale de Madagascar. Ils proviennent de sols formés sur roches méta- 
morphiques, sauf les échantillons FP et FV qui appartiennent à des sols formés sur roche volcanique. 
Les prélèvements ont été effectués sous divers couverts végétaux. Une brève description de ces sols 
est présentée ci-après : 

PR : Hauts-Plateaux, environs de Tananarive, sol sur replat, au sommet d’une colline, sous prairie, 
pH: 5,4. 

JA : Hauts-Plateaux, environs de Tananarive, sol de jardin sur terrasse, à mi-pente, pH: 5,6. 
MA: Hauts-Plateaux, environs de Tananarive, sol de marais, très organique, pH: 4,6. 
RI : Hauts-Plateaux, environs de Tananarive, sol de rizière, sur alluvions, pH: 5,3. 
SA : Hauts-Plateaux, Tananarive, Parc Botanique, sol sur pente, sous Pin, pH: 5,6. 
SB : Hauts-Plateaux, Tananarive, Parc Botanique, sol sur alluvion sous prairie, pH: 6,3. 
FP : Hauts-Plateaux, environs d’Ambatolampy, sol sur pente, sous forêt de Pin, très organique, 

pH: 5,3. 
FV : Hauts-Plateaux, environs d’Ambatolampy, sol sur pente, sous forêt climatique dégradée, très 

organique, pH : 4,8. 
FM: Versant oriental des Hauts-Plateaux, région de la Mandraka, sol sur très forte pente, peu 

profond, sous forêt climatique dégradée, pH: 5,5. 
FT : Zone côtière orientale, région de Tamatave, sol sur pente, sous forêt de Ravenale, pH : 5,3. 

Le pH des échantillons a été mesuré au moyen d’un pH-mètre, à partir d’une suspension de terre 
dans laquelle le rapport terre/eau était de 1/5. Les désignations employées correspondent à un 
échantillon prélevé en un lieu et à un moment donnés. Une lettre grecque précède ces désignations 
pour chacun des autres prélèvements effectués au même lieu. Les échantillons ont été séchés à l’air, 
débarrassés des racines et des débris végétaux. Ils ont été broyés et tamisés simultanément dans un 
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broyeur mécanique. Après homogénéisation, les échantillons étaient répartis dans des sacs en ma- 
tière plastique. La conservation au laboratoire, pendant dix-huit mois3 d’un échantillon de sol 
séché n’a pas affecté son activité enzymatique. 

Technique de mesure. 

1. Matériel 

La réaction enzymatique est effectuée dans des tubes à fond plat de 2 cm de diamètre et 10 cm 
de hauteur. Ces tubes reçoivent 5 cm3 d’eau, 10 cm3 d’une solution-tampon contenant 2,5 % 
d’asparagine Merck, puis 5 g de terre séchée à l’air et passée au tamis de 1 mm. Ils sont fermés par 
un bouchon de caoutchouc, agités énergiquement pendant quelques secondes puis placés en posi- 
tion verticale dans une boîte rectangulaire en cuivre. La boîte est immergée dans un bain-marie 
dont l’eau est maintenue à 49”; son couvercle, fixé par des boulons, appuie sur les bouchons, empê- 
chant ainsi l’ouverture des tubes dans le bain-marie. 

Certaines déterminations ayant nécessité l’emploi de 15 cm3 de solution, ce volume a été adopté 
pour l’ensemble des mesures, afin d’opérer toujours dans les mêmes conditions de concentration 
en substrat. L’addition de 5 cm3 d’eau précédemment mentionnée est effectuée dans ce but. Pour les 
sols très riches en asparaginase, 3 g de terre seulement ont été employés afin que la réaction ait 
toujours lieu dans la zone où la vitesse de réaction est proportionnelle à la quantité d’asparaginase. 
Les pesées de terre sont effectuées préalablement et conservées dans des tubes de verre. Les échan- 
tillons de terre peuvent ainsi être rapidement mis dans les solutions, ce qui limite la durée de la phase 
préparatoire et permet d’uniformiser les conditions expérimentales. 

Le bain-marie provient des Établissements JO~AN. §a cuve de forme cylindrique, en verre pyrex, 
contient environ 15 litres d’eau; elle est munie d’un agitateur à hélice. Le chauffage est assuré par 
trois lampes à infrarouge situées sous la cuve. Le réglage de la température est obtenu par un ther- 
momètre VERTE~ agissant sur les lampes au moyen de relais électriques. Un thermomètre à minima 
immergé dans le bain-marie signale les coupures de courant pouvant survenir éventuellement. 

La boîte demeure pendant 21 heures dans le bain-marie, puis est refroidie par immersion 
dans l’eau courante pendant 15 minutes. Les tubes sont ensuite répartis dans des paniers et placés 
dans le compartiment à glace d’un réfrigérateur où ils demeurent jusqu’au moment de la 
distillation. Les opérations sont conduites de manière à sortir les tubes du bain-marie le matin 
et à procéder à la distillation dans le courant de la journée. 

2. Solutions 

Les solutions-tampon utilisées pour la mesure de la réaction enzymatique à différents pH, sont 
préparées en amenant à 2 litres, 108,9 g de phosphate monopotassique, 49,47 g d’acide borique et un 
volume connu de soude 4N; ceci donne une concentration de 0,4 M pour chacun des deux sels : le 
phosphate et le borate. Ces produits proviennent des Établissements Merck, ils répondent à la norme 
« pur ». Au tableau 1 sont rapportées les quantités de soude utilisées pour la préparation des diffé- 
rentes solutions de la gamme. Une cristallisation se produit dans les deux dernières solutions qui sont 
sursaturées; elle est faible dans le tampon PB6 et très importante dans le tampon PB7. Ces deux solu- 
tions sont réchauffées pour permettre la dissolution des cristaux puis refroidies immédiatement avant 
leur utilisation. Dans les milieux employés pour la mesure enzymatique ces solutions-tampon sont 
diluées ce qui évite une nouvelle cristallisation. Les pH de ces milieux sont mentionnés au tableau 1. 
Ils sont inférieurs à ceux des solutions-tampon correspondantes; l’abaissement de pH est dû à la 
présence d’asparagine. 
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Dtkignation des tampons PBI 

cm3 de soude 4N contenue dans 2 litres de 
solution-tampon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

pH des solutions composées de 10 cms de 
solution-tampon, 5 cm3 d’eau et 250 mg 
d’asparagine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

35 

60 

PB4 PB4 PB5 PB6 PB6 PB7 PB7 
~~ 

290 290 1 360 j 520 1 630 11 360 520 630 

Tableau 1. - Quantité de soude 4N employée pour la préparation des solutions-tampon et pH des milieux renfermant ces 
tampons et I’asparagine. 

Le sol présente un pouvoir tampon plus ou moins élevé qui est essentiellement fonction de sa 
capacité d’échange; il modifie le pH du milieu auquel il est ajouté. Le décalage est d’autant plus 
important que le pH du sol est plus éloigné de celui du milieu et que sa capacité d’échange est plus 
élevée. Il est par contre d’autant plus limité que le pouvoir tampon du milieu est plus élevé. L’influence 
du sol sur le pH des milieux est rapporté au tableau 2. Dans la zone pH tamponnée par le phosphate 
et le borate (pH 6 à pH 9,5), où se situe l’optimum d’action de l’asparaginase, le décalage est assez 
faible et les pH des surnageants obtenus avec les différents sols sont voisins. Au delà de cette zone, le 
décalage devient plus important et les pH des surnageants ne sont plus aussi rapprochés. Le pouvoir 
tampon des solutions résulte ici de la présence du carbonate apporté par la soude employée pour la 
préparation des solutions (la soude en pastille renferme 1,5 % de carbonate) et de l’acide carbonique 
apporté par l’eau distillée. apporté par l’eau distillée. 

Désignation des tampons Désignation des tampons PBl PBl PB2 PB2 PB3 PB3 PB4 PB4 PB5 PB5 PB6 PB6 
~~~~~~ ~~~~~~ 

s, s, 

1 1 

EL::. EL::. 
. . . . . . . . . . . ........... 
.......... . . . . . . . . . . $7 $7 

5:6 5:6 
$ $ 

726 726 990 990 10,o 10,o 
736 736 85 85 992 992 10,4 10,4 

Fv Fv . . . . . . . . . . . . . . . ............... 735 735 920 920 10,o 10,o 
L L MA MA.. . . . . . . . . . . . . .............. 5,6 5,6 29 29 7,5 7,5 2: 2: 
S S PR.. . . . . . . . . . . . . . PR ............... 5,8 5,8 73 73 8:7 8:7 E E 1% 1% 

FT FT . . . . . . . . . . . . . . . ............... 598 598 7:: 7:: 738 738 8,7 8,7 9:3 9:3 1016 1016 

Différence entre les valeurs extrêmes. . . . . . . Différence entre les valeurs extrêmes. ...... 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3 034 034 0,4 0,4 0,7 0,7 

PB7 

10,8 
11,4 
10,9 
10,8 
11,5 
11,5 

037 

Tableau 2. - pH des surnageants, après un sejour de 21 heures à 49O des m&nges constitués par 3 g de sol FP, FM, FV 
ou 5 g de sol MA, PR ou FT, 5 cm3 d’eau et 10 cm3 de solution-tampon contenant 2,5 % d’asparagine. 

Les pH des mélanges de terre et de solution ont toujours été mesurés après le séjour des tubes 
au bain-marie, à la fin de la réaction enzymatique. La terre est alors sédimentée au fond des tubes 
et le pH s’est fixé à sa valeur définitive. La mesure est effectuée en plongeant les électrodes coaxiales 
d’un pH-mètre dans le surnageant. Le pH du surnageant est très voisin de celui qui est mesuré après 
remise en suspension de la terre; la différence entre les valeurs obtenues dans les deux cas est de 
l’ordre de 0,l à 0,2 unités pH. Le pH-mètre est étalonné à l’aide des solutions-tampons suivantes : 

- la première, dont le pH est de 6,81(9/p. 317) contient 13,617 g de P04H2K et 35,822g de P04HNa2, 
12 H20, par litre. 

- la deuxième, dont le pH est de 8,51(9/p. 324) contient 4,767 g de borax, 3,092 g d’acide borique et 
0,731 g de ClNa, par litre. 
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- la troisième, dont le pH est de 9,9 (14/p. 146) contient 2,650 g de C03Na” anhydre et 2,100 g de 
C03HNa, par litre. 
Deux autres gammes de solutions-tampon ont été préparées, afin de déterminer l’incidence 

éventuelle de la nature des cations sur la mesure de l’activité de l’asparaginase. Ces solutions ren- 
ferment du phosphate et du borate à la concentration 0,4M; dans les unes, ces sels sont uniquement 
sodiques et dans les autres, ils sont uniquement potassiques. Un litre de tampon sodique renferme 
62,4 g de phosphate monosodique à 2 Hz0 (Pur, Mer&), 24,73 g d’acide borique et de la soude 4N. 
Un litre de tampon potassique renferme 54,45 g de phosphate monopotassique, 24,73 g d’acide bo- 
rique et de la potasse 4N (Pure, Merck). Les quantités de soude ou de potasse 4N employées pour 
préparer ces solutions sont identiques aux quantités de soude utilisées pour la préparation des 
solutions portant le même numéro dans la précédente gamme de tampons. Les pH des milieux obtenus 
avec ces solutions sont légèrement différents de ceux des milieux préparés avec les premiers tampons 
(tableau 3). Une cristallisation se produit dans la solution PBNa6 qui est sursaturée. 

Designation des tampons PBNal PBNa2 

I I 
pH des solutions composées de 10 cm3 de 
solution-tampon, 5 cma d’eau et 250 mg 
d’asparagine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . _ . 5,s 721 

Désignation des tampons / PBKl 1 PBK2 

pH des solutions composées de 10 cm3 de 
solution-tampon, 5 cm3 d’eau et 250 mg 
d’asparagine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6,0 7,3 

PBNa3 

W 

PBK3 PBM 

62 

PBNa4 

9,o 

PBNa5 PBNa6 

934 10,9 

PBKS PBK6 
~~ 

%7 11,3 

Tableau 3. - pH des milieux renfermant I’asparagine et les tampons uniquement sodiques ou potassiques. 

Dans les milieux, la concentration en acide borique est de 3,63 %. Cette concentration est vingt 
fois plus élevée que celle qui empêche le développement des bactéries et six fois plus élevée que la 
concentration qui réduit de plus de moitié le nombre de colonies de champignons, sur milieu solide 
synthétique ensemencé avec le sol, d’après les résultats rapportés par L. E. TYNBR (105). Lorsque 
15 cm3 de solution contenant 250 mg d’asparagine et 10 cm3 de solution-tampon ont été ensemencés 
avec 100 mg de terre puis maintenus pendant plusieurs jours à 40” ou 30”, aucun développement 
de microorganismes ne s’est produit. 

3. Mesure de la production d’ammonium 

L’activité de l’asparaginase est mesurée par la quantité d’ammonium libéré en 21 heures à 49”. 
L’ammonium est dosé après distillation effectuée sur la totalité du contenu des tubes, suivant une 
technique inspirée de celle de F. W. PARKER (ll/p. 375). L’entraînement de l’ammoniac s’effectue 
en milieu très nettement basique; dans ces conditions, l’asparagine qui n’a pas été hydrolysée par 
l’enzyme et se trouve en excès dans la solution, est peu stable. 11 est donc nécessaire d’effectuer la 
distillation à température modérée, ce qui est habituellement réalisé au moyen de l’appareil de 
YOVANOVITCH (1 l/p. 438). Cet appareil présente l’inconvénient de ne permettre chaque fois qu’une 
seule distillation. Afin d’accroître le débit des mesures, nous avons construit sur le même principe 
un appareil dans lequel huit distillations sont effectuées simultanément. 
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a) Description de l’appareil h distiller. 

Le schéma en est donné à la figure 1. Le générateur de vapeur est constitué par un ballon à 
fond plat d’une contenance de 6 litres (Fl), renfermant 4 litres de solution de sulfate neutre de potas- 
sium à 1,25 Oloo. Deux électrodes de carbone (EL), d’un modèle utilisé dans les lampes à arc de projec- 
teur cinématographique, plongent dans la solution. Chacune d’elle est maintenue par un fil de cuivre 
de 3 mm de diamètre et reliée au relais électrique. Le générateur est équipé d’un thermomètre Vertex 
(TH) à contacts électriques, relié au circuit de commande du relais. Ce thermomètre provoque 
l’établissement de la tension entre les deux bornes du circuit de chauffage dès que la température de la 
solution devient inférieure à 55”, puis son interruption lorsque cette température est atteinte. Ce 
type de chauffage ne présente pas d’inertie, la température de la solution dans le ballon varie très peu, 
ce qui assure une marche régulière de la distillation. La puissance de chauffage est d’autant plus 
élevée que la concentration saline est elle-même plus élevée; dans les conditions indiquées, la puis- 
sance est d’environ 1 000 Watts. 

I 

Fig. 1. - SCHÉMA DE L’APPAREIL A DISTILLATION 

Le remplissage du ballon est effectué par le robinet Rl, un vide partiel étant établi à l’intérieur 
de l’appareil. Le tube plongeur TU a pour rôle d’empêcher les abaissements de pression trop 
importants qui seraient suivis d’une vaporisation brutale pouvant occasionner la rupture du ballon. 
Ce dispositif est nécessaire lorsque la source de chaleur est située à l’extérieur du ballon; son fonc- 
tionnement est le suivant : lorsque la pression diminue dans le ballon, la vapeur d’eau renfermée 
dans le tube plongeur s’en échappe et traverse la solution, ce qui provoque l’ébullition; l’augmen- 
tation de pression qui en résulte dans le ballon, s’accompagne du reflux de la solution à l’intérieur 
du tube. Ces cycles sont très rapides et entretiennent une ébullition régulière. Il est quelquefois 
nécessaire d’en amorcer la mise en route en faisant entrer en peu d’air par le robinet Rl. Dans 
l’appareil de YOVANOVITCH, l’ébullition est régularisée par l’introduction continue de bulles d’air 
dans le générateur de vapeur; mais ceci oblige à maintenir constamment en action le dispositif à 
vide. A la sortie du générateur la vapeur d’eau est dirigée vers les huit ballons à entraînement (F6); 
elle parcourt, pour atteindre chacun d’eux, la même longueur de tubes. Ceci assure un refroidissement 
uniforme et par suite une température identique à l’entrée de tous les ballons. 

Les ballons (F6) reçoivent la suspension de terre et la quantité de soude nécessaire au dépla- 
cement de l’ammoniac; leur capacité est de 250 cm3. Ils s’adaptent sur le dispositif d’entraînement 
au moyen de rodages normalisés enduits de graisse aux silicones. Deux rondelles de caoutchouc 
(ROl et R02), distantes des parois de 2 mm, sont fixées sur le tube plongeur amenant la vapeur 
dans les ballons. Elles empêchent les projections de liquide vers l’intérieur de la boule de verre 
et l’orifice de sortie. 

Les fioles d’Erlenmeyer à large col (FS) ont une capacité de 250 cm3, elles reçoivent une quantité 
connue d’acide sulfurique destinée à fixer l’ammoniac provenant des ballons à entraînement. Ces 
fioles s’adaptent sur l’appareil au moyen d’un bouchon de caoutchouc supportant le tube d’admission 
de la vapeur et une ampoule de sécurité. 
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La vapeur d’eau est ensuite amenée au réfrigérant de Vigreux (RE) et parcourt pour l’atteindre, 
la même longueur de tubes à partir de chacune des ampoules de sécurité. Le réfrigérant est en position 
inclinée; la vapeur barbote dans l’eau de condensation qui s’accumule à sa partie inférieure. Une 
fiole à vide d’une contenance de 5 litres (F3) fait suite au réfrigérant auquel elle est reliée par le 
robinet R5. L’ensemble constitué par le réfrigérant et la fiole à vide, joue le rôle de condenseur 
de la vapeur. II maintient pendant toute la durée de la distillation, un barbotage énergique dans les 
récipients F5 et F6, sans qu’il soit nécessaire d’entretenir la dépression au moyen de la pompe à vide. 

Le collecteur d’eau est constitué par un flacon d’une contenance de 1 litre (F4) relié à la fiole 
à vide par un tube débouchant dans le fond de celle-ci. L’eau de condensation qui s’accumule 
dans le réfrigérant et la fiole à vide, passe dans le flacon F4 au moment de l’ouverture du robinet R5, 
au début de la distillation, les récipients F3 et F4 étant alors en dépression tandis que l’ensemble 
de l’appareil est à la pression atmosphérique. 

Le vide est obtenu par une pompe à palette. Le robinet R3 permet de rétablir la pression atmo- 
sphérique à l’entrée de la pompe à vide chaque fois que celle-ci est arrêtée, ce qui évite les retours 
d’huile. Les robinets R4 et R5 ont une voie de 6 mm pour assurer un débit de vapeur suffisant. 

Les pinces de Mohr à vis Pl et P2 sont destinées au nettoyage des tubes d’admission de la 
vapeur dans les ballons F6, lorsque, à la suite de la rupture d’un ballon à entraînement, le contenu 
de celui-ci est projeté dans les tubes. Pour cela la pince Pl est fermée et de l’eau distillée est envoyée 
dans les tubes par le tuyau que ferme la pince P2. 

b) Fonctionzemenf. 

Les fioles F5 sont placées en premier sur l”apparei1; elles reçoivent une quantité connue d’acide 
sulfurique N/25, quatre gouttes d’indicateur de TASHIRO et de l’eau distillée. Le niveau de solution 
est établi à la même hauteur dans toutes les fioles : 3 cm environ. L’indicateur est préparé en mélan- 
geant un volume d’une solution saturée (environ 0,7 %) de bleu de méthylène dans l’alcool à 95” 
et 5 volumes d’une solution saturée (environ 0,15 %) de rouge de méthyle dans l’alcool à 95”. Les 
ballons F6 reçoivent le contenu des tubes qui ont été placés dans le réfrigérateur à l’issue de la 
réaction enzymatique. Les suspensions de sol sont versées dans les ballons à l’aide d’une pissette 
de 25 cm3 qui est chaque fois entièrement vidée, afin que le volume de solution soit le même dans 
tous les ballons; ceci assure un débit de vapeur identique dans les huit ballons et par suite un entraî- 
nement uniforme de l’ammoniac. Chaque ballon reçoit 2,5 cm3 de soude 4N immédiatement avant 
d’être placé sur l’appareil à distiller. Le froid provoque fréquemment la solidification des suspensions 
de sol; les tubes sont alors plongés dans l’eau courante pour permettre la liquéfaction. 

Au moment de la mise en place des récipients F5 et F6, tous les robinets sont en position fermée 
et les fioles F3 et F4 sont en dépression; le vide étant maintenu dans celles-ci à l’issue de chaque 
distillation. La pompe à vide est mise en action, le robinet R4 est ensuite ouvert, puis le robinet R5; 
l’ouverture de ce dernier est effectué rapidement de manière à provoquer une application énergique 
des rodages des ballons F6. Le robinet R5 est fermé dès que le barbotage est établi dans les ballons 
F6 et que les bulles de vapeur arrivant dans la solution acide des fioles F5, s’y résorbent. La pompe 
à vide est maintenue quelques instants encore en action, puis le robinet R4 est fermé. 

La distillation est conduite à cette allure pendant 5 minutes, puis le robinet R5 est progressivement 
ouvert afin d’établir une vitesse de barbotage plus énergique pendant les 15 minutes suivantes. Cette 
double allure de la distillation a pour but d’éviter les pertes d’ammoniac au cours des premières 
minutes de la distillation, pendant lesquelles la quasi-totalité de l’ammoniac est distillée. En fait ce 
risque n’existe que pour les quanti& d’ammonium supérieure à 10 cm3 N/25. Pour arrêter la distil- 
lation, le robinet R5 est fermé, puis l’air est progressivement introduit dans l’appareil par le robinet R.2. 
Après rétablissement de la pression atmosphérique, les ballons F6 sont retirés; on procède ensuite 
à l’enlèvement des fioles d’Erlenmeyer F5. L’excès d’acide sulfurique est dosé par la soude N/25. 
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c) Dosage de I’ammonium dans les suspensions de sol. 

A l’issue de la réaction enzymatique, une partie de l’ammonium présent dans le milieu, se 
trouve ftxée par les colloïdes du sol. La fixation est due, d’une part, à la rétrogradation de l’ion 
ammonium à l’intérieur des feuillets de l’argile et, d’autre part, à l’adsorption de cet ion sous forme 
échangeable à la surface de l’argile et des colloïdes humiques. La libération des cations rétrogradés 
ne peut être obtenue que difficilement; elle nécessite l’ébullition en milieu acide. Par contre les 
cations échangeables peuvent être aisément déplacés; pour cela il suffit de lessiver le sol par une 
solution saline ou acide. Lorsque l’ion échangeable est I’ammonium, il est possible de procéder 
plus rapidement en effectuant directement une distillation à partir de la suspension de sol; on réalise 
ainsi en une seule opération, le déplacement et le dosage de l’ammonium. Nous avons adopté cette 
technique pour la mesure de l’activité de l’asparaginase. F.E. ALLISON et E.M. ROLLER (2) signalent 
que la distillation de l’ammoniac en présence de sol, peut s’accompagner d’une rétrogradation de 
l’ion ammonium, cette dernière étant plus importante en présence de potassium qu’en présence 
de sodium. Ainsi, à la rétrogradation qui se produit au cours de la réaction enzymatique, pourrait 
s’ajouter celle qui survient au cours de la distillation. 

Alïn de déterminer la proportion d’ammonium qui échappe ainsi à la mesure, lors de l’évaluation 
de l’activité de l’asparaginase des sols, I¶asparagine a été remplacée par une quantité connue de 
sulfate d’ammonium, dans le milieu utilisé pour la mesure. Les résultats de l’expérience sont rapportés 
à la figure II. Il ressort de l’examen de la figure, que le pH du milieu détermine l’intensité de la rétro- 
gradation. Celle-ci est faible ou nulle en milieu acide puis devient d’autant plus importante que 
le pH est plus élevé. Avec les tampons potassiques (PBKl à PBK6) ou sodiques (PBNal à PBNa6), 
les mêmes quantités d’ammonium ont été retrouvées. La présence de potassium n’a donc pas d’inci- 
dence sur la rétrogradation, contrairement à ce qui a lieu dans l’étude de F.E. ALLISON et 
E.M. ROLLER où la distillation est produite par ébullition de la suspension de terre, condition 
différente de celle de la mesure de l’activité de l’asparaginase. 

6 7 8 9 10 II pH 

Fig. II. - RÉTROGRADATION DEL'AMMONIUM DANS LESOL 

Les quantités rapportées correspondent a l’ammoniac dégagé. 3 g de sol 
FP ou 5 r de sol PR. + 5 cm8 de solution de sulfate d’ammonium 0.07 N. 
+ 10 cm3de solutior&mpon PBl à PB6.21 heures à 49’. 

a) solution sans sol. 
b) >> avec sol PR. 
c) » » » FP. 
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Au tableau 4 ont été mentionnées les proportions d’ammonium rétrogradé déterminées gra- 
phiquement à partir des résultats rapportés à la figure II. Le sol FP, plus riche en argile que le sol 
PR, a un pouvoir de rétention plus élevé que ce dernier. La texture du sol peut donc intervenir 
directement sur la mesure. Toutefois ces proportions résultent d’une rétrogradation qui s’est pour- 
suivie pendant 21 heures à 49”, en présence d’une quantité constante d’ammonium, contrairement 
a ce qui a lieu au cours de la réaction enzymatique, où l’ammonium n’apparaît que progressivement 
dans le milieu. De plus, la libération des ions ammonium, pendant la réaction, se produit alors que 
l’argile est saturée par les ions du tampon, ce qui doit freiner la rétrogradation de l’ammonium. 
Afin de vérifier l’importance de ce facteur, l’expérience suivante a été réalisée : 

r------ ~ 

Ammonium rétrograde en 7: de l’ammonium ajouté au milieu 1 

PH 6 7 8 9 10 11 
-- .~ 

SOLS!PR .,......................... 0.3 9.1 
t FP........................... 3,6 ::: 1;: 16:: 2;:; 27,l 

Tabkau 4. - Proportions d’ammonium rétrograde mesurées graphiquement à partir des resultats de la figure II. 

3 g de sol FP sont mélangés avec 3 cm3 d’eau et 10 cm3 de solution-tampon PB3 (pH 7,6 dans 
le surnageant); après agitation le mélange est placé au bain-marie à 49” pendant 1/2, 1, 2, 4 
ou 6 heures puis on ajoute 2 cm3 d’une solution de sulfate d’ammonium 0,175N; la suspension 
est ensuite réagitée et replacée à 49” pendant 21 heures. L’expérience a été également effectuée avec 
le tampon sodique PBNa3 ainsi qu’avec le tampon potassique PBK3, de même concentration et 
sensiblement de même pH que le tampon PB3. 

Les résultats sont rapportés au tableau 5 dont la première ligne concerne les tubes témoins 
dans lesquels la solution de sulfate d’ammonium a été ajoutée avant l’addition de sol. Ces résultats 
montrent que la prolongation de la durée de contact du sol dans la solution-tampon, préalablement 
à l’addition de sulfate d’ammonium, a contribué à réduire la perte d’ammonium par rétrogra- 
dation. On observe cependant, une rétrogradation plus importante après séjour préalable de 
112 heure. que dans le témoin. Ceci suggère l’intervention d’un autre facteur qui réside vraisem- 
blablement dans la dispersion des colloïdes du sol lors de la deuxième agitation. La dispersion 
est probablement d’autant plus importante que l’agitation a été effectuée après un contact préalable 
de plus longue durée. On peut donc présumer que la diminution d’intensité de la rétrogradation 
serait, sans l’intervention de ce facteur, encore plus marquée que ne le font apparaître les résultats 
mentionnés au tableau 5. 

Durée du traitement préalable 

Désignation du tampon 

PBNa3 PBK3 PB3 

0 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8,08 8,00 8,06 
30 minutes............................. 8,OO 7,96 7.98 
1 heure..,...,......................... 8,lO 8,06 8.08 
2 heures............................... 811 S,ll 8.11 
4 heures. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8,15 8,13 S,13 
6 heures............................... 8,21 815 8,15 

Tableau 5. - Influence de la durée du sejour prealable du sol dans la solution, sur la 
retrogradation. Les résultats sont rapportés en cms d’ammonium retrouve. 
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L’apparition progressive de I’ammonium dans le milieu et cette réduction de l’aptitude du sol 
à la rétrogradation, concourent à limiter les pertes d’ammonium au cours de la réaction enzymatique. 
Celles-ci doivent donc être nettement plus faibles que celles qui apparaissent au tableau 4. D’autre 
part, le pH optimum d’action de I’asparaginase des sols se situe entre les valeurs 7 et 8, comme 
cela est indiqué plus loin, donc en deçà de la zone de rétrogradation maximum. 11 en résulte que les 
déterminations comparatives de l’activité de l’asparaginase des sols, peuvent être effectuées dans 
des conditions acceptables en ce qui concerne la mesure de l’ammonium. Pour les déterminations 
effectuées à pH plus élevé, on devra tenir compte du fait qu’une fraction de l’ammonium, plus ou 
moins importante suivant les sols, est soustraite à la mesure. 

La recherche des conditions de distillation permettant le déplacement maximum d’ammonium 
a été effectuée sur le sol FP à cause de la grande aptitude de ce sol à la rétention de l’ammonium. 
3 g de sol ont été mélangés avec 10 cm3 de solution-tampon PB3 et 5 cm3 de solution de sulfate 
d’ammonium 0,07N. Après un séjour de 21 heures à 49”, la distillation a été effectuée dans différentes 
conditions. Les résultats obtenus ont été rapportés aux tableaux 6, 7 et 8. 

Tableau 6. - Influence, sur le dkplacement de I’ammonium, de la quantité de soude ou de potasse 4N ajoutée à la suspension 
de sol. Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25 retrouvé. 

Durée de la distillation en minutes 

~-o.iumrotrou”~,e.o........~ 7, --k :Il 1 

Tableau 7. - Influence de la durée de la distillation sur le déplacement de I’ammonium. Distillation effectuée en prksence de 
2.5 cm3 de soude 4N. 

Volume de solution dans les ballons, en cm3 

Tableau 8. - Influence, sur le déplacement de l’ammonium, de la dilution de la soude dans la suspension de sol. 

L’examen du tableau 6 montre qu’un volume de 1,5 cm3 de soude 4N est suffisant pour déplacer 
l’ammonium; au-delà de ce volume, il n’y a pas d’augmentation significative de la quantité d’ammo- 
nium déplacé. La distillation en présence de potasse n’apporte pratiquement pas de modification. 

Du tableau 7 il ressort que la distillation est complète après 15 minutes; déjà après 10 minutes 
presque tout l’ammoniac a été entraîné. 
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Au tableau 8, sont mentionnés les résultats obtenus avec différentes dilutions de la soude dans 
les ballons à entraînement. Le déplacement de l’ammonium n’est pas sensiblement modifié lorsque 
10,120, 30 ou 40 cm3 d’eau sont ajoutés au mélange constitué par 2,5 cm3 de soude 4N, 15 cm3 de 
suspension de sol et 25 cm3 d’eau employés pour faire passer le contenu des tubes dans les ballons. 
Une seule dilution était réalisée chaque fois dans la série des huit ballons afin que le débit de vapeur 
soit le même dans chacun d’eux. 

Le déplacement de l’ammonium n’est pas affecté par un séjour des tubes pendant 1,2 ou 3 jours 
dans le compartiment à glace du réfrigérateur, à l’issue de la réaction. Il est donc possible de différer 
éventuellement la distillation. 

Les conditions retenues pour la distillation de l’ammoniac provenant de l’hydrolyse enzymatique 
de l’asparagine dans les sols, sont les suivantes : le contenu des tubes est versé dans les ballons à 
entraînement à l’aide de 25 cm3 d’eau; 2,5 cm3 de soude 4N sont ajoutés immédiatement avant la 
mise en place des ballons sur l’appareil à distillation. La distillation est poursuivie pendant 20 minutes. 

4. Témoins de la mesure 

Des valeurs obtenues par la mesure, doivent être déduites celles qui résultent de la formation 
par voie chimique du corps mesuré et de la présence initiale de celui-ci dans le milieu. La déter- 
mination de ces valeurs est habituellement réalisée en effectuant deux témoins de la mesure, l’un 
sans matériel enzymatique, l’autre sans substrat. 

7 8 9 10 11 ‘2 PH 
Fig. III. -TÉMOINS SANS SOL 

5 cm3 d’eau + 10 cm3 de solution-tampon PB 
contenant 2,5 % d’asparagine; 21 heures à 49’ 
(expérience rapportee au tableau 9). 

6 12 

1 
t FM- 

6 7 8 9 10 11 

Fig. IV. - TÉMOINS SANS ASPARAGINE 
5 cm3 d’eau + 10 cm5 de solution-tampon 

PB -l- 3 g de sol FP, FM, FV ou 5 g de sol 
MA, PR ou FT; 21 heures à 49O (expérience 
rapportée au tableau 10). 
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12 

Fig. V. - VALEURS TÉMOINS OBTENUES PAR LES DEUX MÉTHODES 
21 heures a 490 

0 Somme du témoin sans sol et du témoin sans asparagine, à différents pH (fig. III et IV). 
0 Témoin effectué avec sol chaut% et asparagine : 5 cm3 d’eau + 10 cm3 de solution- 
tampon contenant 2,5 % d’asparagme + 3 g de sol FP, FM, FV ou 5 g de sol MA, PR ou 
FT préalablement maintenus à l’autoclave à 100° pendant 30 minutes (expérience rapportée 
au tableau 11). 

Températures 
Désignation 
du tampon PH 

430 46~ 490 520 

PBl . . . . . . . . . . . . . . 

27 

0,09 0,09 0,lO 0,lO 

PB:b. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1’2 
0,lO OJO 

716 
0,lO 013 0,15 0,ll 0,15 

2b.. . . . . . . . . . . . 0,16 0117 0,15 0,18 
PB3.. . . . . . . . . . . . . 8,l 0,20 0,22 0,26 0,32 

3b............. 
8G 

0,28 0,30 0,35 0,45 
PB4.1. . . . . . . . . . . . 

913 
0,39 0,49 0,52 0,68 

4b. . . . . . . . . . . . . 
057 

0,53 0,57 0,80 
PB5 . . . . . . . . . . . . . . 

PB?::::::::::::: 
13; 

0,65 0,81 l,oo 
1110 0:65 1,17 0,87 1,48 1 2,00 1,04 2,58 1,30 

SE::::::::::::: 11,3 11,5 1,47 1,93 2,io 2,64 2,65 - 4,40 3,45 

PB7 . . . . . . . . . . . . . . 11,9 - 4,40 5,7.5 7,16 

Tableau 9. - Temoins sans sol : 5 cm3 d’eau + 10 cma de solution-tampon contenant 
2,5 % d’asparagine; 21 heures à différentes températures. Les résultats sont rapportés 
en cm5 d’ammonium N/25. Les nombres suivis d’une lettre, dans la première colonne, 
correspondent aux tampons de pH intermédiaire preparés par melange de deux solutions- 
tampon de la g-e. 
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-< 

rampon PU 

PBl 5,8 
PB2 730 
PB3 7,7 
PB4 876 
PB5 934 
PB6 10,7 
PB7 11,4 

PBl 59 
PB2 790 
PB3 778 
PB4 G3 
PB5 997 
PB6 11,3 
PB7 12,0 

PBl 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

57 
770 
736 

E 
1019 
11,6 

-- 

PH 

Ï 

- -Ï 
Temperature Température 

49O 52O 

0,30 
0,29 
0,32 
0,30 
0,30 
0,30 
0,40 

0x3 
0133 
0,33 
0,31 
0,32 
- 

0,29 
0,35 
0,35 
0,35 
0.36 
0,38 
0,53 

0,33 
0,39 
0,39 
0,35 
0,35 
0,39 
0,55 

0,35 0,35 0,39 0,37 
0,40 0,42 W2 0,38 
0,40 0,39 0,43 0,40 
0,36 0,39 0,39 0.39 
0,35 - 0,38 0,35 
0,39 0,41 0,45 0,48 
0,60 0,65 0,69 0,77 

0,44 

O>l 
0,48 

040 
0155 

0,46 0,47 
0,55 0,52 
0,55 0,52 
0,49 03 
0,49 0,49 
0,48 O# 
0,60 0,58 

43” 460 499 

0,62 0,64 0,65 
0,69 0,70 0,75 
0,74 0,75 0,80 
0,78 0,79 0,84 
0,82 0,79 0,84 
0,86 0,92 1,oo 
0.97 1,16 1,22 

0,34 
0,35 
0,34 
0,33 
0,35 
0,41 
0,50 

034 
0:39 
0,35 
0,34 
0,46 
0,60 

0,33 0,35 
0,37 0,37 
0,36 0,35 
0,34 0,35 

.0,35 0,35 
0,50 0,52 
0.69 0,73 

0,25 
0,25 
0,23 
0,22 
0,23 
0,37 
0,43 

023 
0125 
0,26 
0,26 
0,33 
0,54 

0,25 0,27 
0,24 0,25 
0,26 0,25 
0,27 0,25 
0,25 0,31 
0,38 0,46 
0,60 0,64 

52’ 

SOI Tampon Sol 

FP 

FM 

Iv 

-- 

T 
- 

-- 

-- 

-- 

- 

_- 

_- 

_- 

EZ 

5,7 
65’ 
736 
825 

12: 
1114 

0,66 
0,76 
0,90 
0,90 

097 
1125 

PBl 
PB2 
PB3 
PI34 
PB5 
PB6 
PB7 

PBl 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

PBl 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

MA 

PR 

FT 

Y.l 
5 de sol Tableau 10. - Thoins sans asparagine : 5 cm3 d’eau + 10 cm3 de solution-tampon f 3 g de sol FP, FM, PV ou 

MA, PR ou FT; 21 heures à différentes temperatures. Les résultats sont rapportés en cm” d’ammonium N/25. 
51 

Les témoins réalisés en l’absence de sol (tableau 9 et fig. III) montrent que lahydrolyse chimique 
de I’asparagine est très faible de pH 6 à pH 8, puis augmente rapidement pour atteindre des valeurs 
importantes au-dessus de pH 11. L’hydrolyse est accrue par l’élévation de la température. 

Les témoins réalisés en l’absence de substrat sont très peu affectés par le pH du milieu, ainsi 
que par la température (tableau 10 et fig. IV). Les valeurs obtenues restent généralement inférieures 
à 0,5 cm3, exception faite pour le sol de marais (MA) dans lequel l’ammoniac s’accumule par suite 
de conditions anaérobies. 

Les enzymes étant thermolabiles, il est possible d’établir plus simplement la valeur totale à 
soustraire de la mesure enzymatique en effectuant, dans les mêmes conditions que celle-ci, un témoin 
unique, dans lequel l’asparagine est mise en présence de sol préalablement traité par la chaleur. 
Au tableau 11 sont rapportées les valeurs des témoins effectués de cette manière, avec du sol préala- 
blement maintenu pendant 30 minutes à 100” : 3 g ou 5 g de sol suivant l’échantillon sont mis en 
tubes à fond plat de 1 cm de diamètre et ‘7 cm de hauteur; ces tubes sont placés au dessus de l’eau 
en ébullition, dans un autoclave sur lequel le couvercle est simplement posé. Comme pour les témoins 
précédents sans sol, la température influe nettement sur la production d’ammonium. Cependant 
l’action du pH est assez différente, un palier plus ou moins marqué se présente entre pH 9 et 
pH 10,5. 

A la figure V sont rapportées les valeurs totales à soustraire de la mesure enzymatique, obtenues 
par les deux méthodes : d’une part, en effectuant séparément un témoin sans sol et un témoin sans 
asparagine dont les valeurs sont ensuite additionnées et, d’autre part, en effectuant un témoin 
unique avec asparagine et sol préalablement traité par la chaleur. De l’examen de la figure, il ressort 
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- ZZZ 
l 

- 

Température Temperature 

43n 46O 49O 52O 

0,97 l,oo 1,07 1,15 
1,22 1,40 1,45 1,60 
1,41 1,54 1,75 1,85 
1,66 1,87 2,05 2,19 
1,92 2,17 2,31 2,52 
2,os 2,30 2,45 2,89 
2,lS 2,44 2,70 3,20 

0,55 0,58 0,60 0,73 
0,78 0,87 0,92 1,09 
0,94 l,oO 1,lO 1,25 
1,19 1,35 1,42 1,65 
1,39 1,57 1,68 1,95 
1,57 182 2,lO 2,55 
2,22 3,34 4,35 5,19 

0,42 0,50 0,55 0,61 
0,63 0,70 0,72 0,90 
0.82 0,90 l,oo 1,lO 
1,lO 1,17 1,35 1,20 
1,22 1,37 1,61 1,84 
I,49 1,75 1.97 2,48 
2,79 3,45 4,35 5,37 

Sol rampon PH Sol Tampon PH 

PBI 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

PBl 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

PBl 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

430 46’ 49O 52’ 
-- 

-- 

527 
720 
7,6 
874 

1X 
10:X 

0,92 1,02 1,15 1,35 
1,39 1,65 181 1,92 
1,63 1,93 2,02 2,25 
2,05 2,20 2,45 2,82 
2,29 2,60 2,83 3,07 
2,00 2,31 2,61 2,89 
1,94 2,37 2,60 3,15 

0,72 0,85 0,95 1,12 
1,14 1,22 1,30 1,46 
1,22 1,41 1,57 1,75 
1,55 1,75 1,93 2,15 
1,75 1,95 2,08 2,36 
1,74 1,87 2,14 2,63 
2,29 3,05 3,36 444 

0,91 0,97 1,12 1,20 
1,20 1,32 1,50 1,55 
1,41 156 1,65 1,85 
1,69 1,85 2,05 2,20 
187 2,ll 2,38 2.50 
L87 2,13 2,40 2,68 
2,Ol 2,32 2,82 3,30 

2: 
819 

PBl 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

PBl 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

PBl 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

MA FP 

597 
730 
726 
;>; 

1014 
11,4 

5,8 
7.1 
778 

9?! 
1016 
11,5 

FM PR 

FT 

596 
69 

ii:: 

12: 
10:9 

5,s 
7,l 
73 
83.7 

105 
1115 

FV 

Tableau 11. - Témoins réalisés avec sol chauffé et asparagiae : 5 cms d’eau + 10 cm3 de solution-tampon contenant 
2,5 % d’asparagine + 3 g de sol FF, FM ou FV, ou 5 g de sol MA, PR ou FT préalablement maintenus à l’autoclave à 100’ 
pendant 30 minutes; 21 heures à différentes températures. Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 

que les deux méthodes ne sont en accord pour aucun des 6 échantillons de sol; la deuxième donnant 
des valeurs nettement plus importantes entre pH 6 et pH 11. 

A priori, la recherche des causes de cette différence conduit vers deux hypothèses : d’une 
part, la formation d’ammoniac à partir de la matière organique du sol pendant le traitement à l’auto- 
clave, et d’autre part, la destruction incomplète de l’asparaginase du sol au cours de ce traitement 
thermique. La première hypothèse peut être rapidement écartée. En effet, le sol chauffé à lOO”, 
puis maintenu pendant 21 heures à 49” en présence de tampon, donne à la distillation, une quantité 
d’ammonium légèrement inférieure à celle qui est obtenue dans les mêmes conditions avec l’échan- 
tillon de sol non traité par la chaleur (tableau 12). 

Designation du tampon 

FP FM FV MA PR FT 
--~~~~ 

Traitement 

Sol maintenu à 100” pen- 
dant30nm . . . . . . . . . . . . . 

Sol non chatié.. . . . . . . . . . 

PB2 
PB3 

PB2 
PB3 

0,22 0,26 0,37 0,70 0,30 0,22 
0,25 0,29 0,40 0,75 0,30 0,22 

~~~~~~ 

0,34 0,42 0,55 0,75 0,37 0,24 
0,34 0,43 0,55 0,80 0,36 

1 
0,26 

Tableau 12. -Influence du chauffage pr.hzlabIe du sol sur la production d’anmonium dans les témoins sans substrat: 5 cm5 d’eau + 
10 cm3 de solution-tampon + 3 g de sol FP, FM, FV, ou 5 g de sol MA, PR ou FT; 21 heures à 49”. Les rtkultats sont rap- 
portes en cm3 d’ammonium N/25. 
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La deuxième hypothèse a été contrôlée en faisant varier la température et la durée du chauffage 
lors du traitement préalable du sol. L’expérience a été effectuée sur l’échantillon 6 FP; les résultats 
sont rapportés au tableau 13. L’augmentation de la durée du chauffage du sol à lOO”, provoque une 
diminution progressive mais peu importante de l’hydrolyse de l’asparagine dans le témoin (colonne 2). 
L’humectation du sol par addition de 4 cm3 d’eau à 5 g de terre, avant le traitement à lOO”, n’a 
pas apporté non plus de réduction importante de l’hydrolyse (deux dernières lignes de la colonne 2). 
Par contre, l’augmentation de 20” de la température de chauffage préalable du sol a provoqué une 
diminution très appréciable de l’hydrolyse de l’asparagine (5e ligne de la colonne 2) sans toutefois 
la ramener à une valeur aussi basse que celle qui est atteinte en l’absence de sol (0,2 cm3 d’ammonium 
N/25 en 21 heures à 49” : fig. III, pH 7,5). Cette action du sol, qui n’est pas éliminée par un trai- 
tement de 1 heure à 120” ne peut donc être attribuée à une réaction enzymatique. La deuxième 
hypothèse se trouve ainsi itirmée. 

Sol mis sec à l’autoclave 

Sol humidifié 
avant séjour 
à l’autoclave 

Durée et température 
de chauffage 

30mnà100° . . . . . . . 0,36 1,96 
1 heure à lOO”.. . . , . 0,38 1,82 
1 heure 30 à lOO”.. . . 0,39 1,55 
2heuresàlOO”..... 0,41 1,41 
lheureà120”...... 0,86 0,87 

3omn à loo”. . . . . . . 0,36 1,64 
1 heure à lOO’.. . . . . 0,37 1,.54 

Ammonium 
provenant du 

sol chauffé 

Ammonium 
provenant de 
l’hydrolyse de 
l’asparagine 
en prbnce de 

sol chauffé 

(1) (2) 

Ammonium 
produit dans 

les témoins réalisés 
avec sol chauffé 
+ asparagine 

(3) 

2,32 
2,20 
1,94 
1,82 
1,73 

2,00 
1,91 

Tableau 13. - Injluence de la températare et de In durée de cllauffage du sol, sur la production d’ammonhm dans les témoins. Les 
résultats sont rapport& en cm3 d’ammonium N/25. 
Colonne (1): 5 g de sol sFP chauffé + 5 cm8 d’eau + 10 cm3 de solution-tampon PB3; 21 heures & 49”. 
Colonne (2): d8érence entre les résultats correspondants des colonnes (1) et (3). 
Colonne (3): 5 g de sol 6FP chauffé + 5 cm3 d’eau + 10 cm3 de solution-tampon PB3 contenant 2,5 % d’asparagine, 21 heures 
à 49O. 

L’absence de concordance entre les deux méthodes d’évaluation des témoins ne peut donc 
provenir d’une minéralisation de l’azote à l’autoclave, ni d’une destruction incomplète de l’aspa- 
raginase. Ceci permet d’envisager une troisième hypothèse : l’existence de réactions chimiques 
génératrices d’ammonium, intervenant entre I’asparagine et des substances du sol. D’après les 
résultats rapportés à la colonne 2 du tableau 13, la production d’ammonium à partir d’asparagine 
est d’autant moins importante que le traitement thermique du sol a été plus énergique : il en résulte 
que ces substances seraient altérables par la chaleur. Plusieurs essais d’extraction ont été effectués 
dans le but de mettre en évidence ces substances. Au tableau 14 sont mentionnés les résultats de 
l’expérience suivante : 

Extraction à froid : 36 g de sol FP sont percolés sur filtre de Buchner par 180 cm3 de solution- 
tampon PB2 ou PB3 diluée aux 2/3. Le filtrat est remis sur le filtre pour clarification, puis recueilli. 
15 cm3 de filtrat correspondent à 3 g de terre. 

Extraction à chaud : Les mêmes opérations ont été effectuées avec la solution amenée à 49”. 
Le filtrat est ramené à 49” avant d’être remis sur le filtre. 
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Solutions chauffées à 100” : 75 cm3 de chaque filtrat sont maintenus pendant 30 minutes à lOO”, 
dans l’autoclave. 

On dispose ainsi de huit solutions, 15 cm3 de chacune d’elles sont soumis à la distillation, 
après un séjour de 21 heures à. 49”. Les résultats correspondants sont mentionnés aux deux premières 
colonnes du tableau. Ils constituent les valeurs témoins des séries suivantes. 

Traitement 

Ammonium 
provenant de la 

solution d’extraction 

AIllUlOniUm 

provenant de 
l’asparagine 

dissoute dans la 
solution d’extraction 

/ / 
tampon tampon 

PB2 PB3 

I I I 

Extraction à froid 
Solution non chauffée... . . . . . . . . . . . . . . . 0,07 0,09 

Solution maintenue pendant 30 nm à 100” 0,09 0,ll 

Extraction à chaud 

Solution non chauffée.. . . . . . . . . . . . . . . . . 0,ll 0,13 

Solution maintenue pendant 30 mn à 100’ 0,lO 0,ll 

tampon tampon 
PB2 PB3 

0,26 0,30 

0,13 0,13 

~ 

0,31 0,48 

0,20 0,31 

Tableau 14. - Extraction de substances réagissant chimiquement avec l’asparagine, dans le sol: les resultats ont et& obtenus à 
partir de 15 cm3 de solution d’extraction correspondant à 3 g de sol FP; ils sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 

0,583 g d’asparagine sont dissous dans 35 cm3 de chacune des huit solutions, ce qui correspond 
à la concentration habituellement utilisée, soit 1,66 ‘A, 15 cms de chaque solution renfermant l’aspa- 
ragine sont soumis à la distillation après un séjour de 21 heures à 49”. Des valeurs obtenues on 
retranche, d’une part, les valeurs correspondantes des deux premières colonnes qui représentent 
l’ammonium provenant des solutions elles-mêmes et, d’autre part, les quantités d’ammonium 
provenant de l’hydrolyse spontanée de l’asparagine, dans les mêmes conditions de température 
et de pH. Ces dernières sont données à la figure III : 0,15 cm3 d’ammonium N/25 à pH 7 (pour la 
solution PB2) et 0,23 cm3 à pH 7,7 (pour la solution PB3). Les résultats obtenus sont mentionnés 
aux deux dernières colonnes du tableau. 

Ces résultats établissent la présence, dans le sol, de substances solubles dans le tampon, réagissant 
chimiquement avec I¶asparagine pour donner de l’ammonium. La production d’ammonium est 
moins importante dans les solutions préalablement chauffées à 100”. Ces substances sont donc, 
comme prévu, altérées par la chaleur. La quantité maximum d’ammonium obtenue est de 0,48 cm3 
N/25, or les ditférences relevées entre les deux méthodes d’évaluation des témoins sont respectivement 
de 1,30 cm3 et de 1,50 cm3 N/25 aux pH 7,0 et 7,7 (fig. V, sol FP). L’extraction a donc été très incom- 
plète; elle correspond dans les meilleures conditions à 32 % de la totalité de ces substances. Toutefois 
on doit noter qu’elle est accrue par l’élévation de la température et du pH. Ceci a permis d’améliorer 
les conditions d’extraction dans une deuxième expérience. 

120 g de sol FP. sont mélangés avec 600 cm3 de solution tampon PB5 diluée aux 2/3. Le mélange 
est maintenu pendant 2 heures à 49”, puis filtré. Le filtrat est soumis aux mêmes déterminations que 
dans l’expérience précédente. Les résultats sont rapportés au tableau 15. Le pH étant ici de 8,7, 
l’hydrolyse spontanée de l’asparagine donne 0,4 cm3 d’ammonium N/25 (fig. III). 
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La production d’ammonium est ici de 1,13 cm3 N/25, contre 1,90 cm3 pour la quantité maximum, 
telle qu’elle résulte de l’estimation de la différence entre les deux méthodes d’évaluation des témoins 
(fig. V, sol FP, pH 5,7). L’extraction a donc permis le passage en solution de 60 % des substances 
présentes dans le sol, soit presque le double de ce qui avait été obtenu précédemment. 

Traitement 
Ammoni- pIovenant 

de la solution de l’asparagine 
d’extraction dissoute dans la 

solution d’extraction 

Solution non chauffée . . . . . . , . . . 

Solution maintenue pendant pen- 
dant 30 mu à 100” . . . . . . . . . . . 

0,20 1,13 

0,21 0,63 

Tableau 15. - Extraction de substances réagissant chimiquwzent dans le sol mec I’aspa- 
ragine. 
Les resultats ont éte obtenus a partir de 15 cm3 de solution d’extraction, correspondant 
à 3 g de sol FP; ils sont rapportes en C~I? d’ammonium N/25. 

La nature des substances extraites n’a pas été recherchée; cependant il est certain qu’il ne 
s’agit pas ici d’un passage en solution de l’asparaginase du sol. En effet le chauffage à 100” effectué 
avant l’addition d’asparagine, a inactivé seulement la moitié environ des substances extraites; or 
dans ces conditions, l’asparaginase de levure en solution ou contenue dans les cellules, est entiè- 
rement inactivée. Dans certaines études concernant l’élution d’enzymes du sol, l’activité enzymatique 
des extraits était très faible; on peut donc se demander dans quelle mesure elle ne correspondait 
pas à une légère action chimique des extraits sur le substrat. Une destruction chimique de l’acide 
urique est signalée par M. MARTIN-SMITH (76); elle serait due à la présence de CU cuivrique. 

Le début de palier que présentent les courbes obtenues en fonction du pH, avec le sol maintenu 
pendant 30 minutes à 100” indique une zone d’activité optimum de ces substances, soit que leur 
solubilisation y soit plus importante, soit que la réaction dépende du pH de la suspension. Toutefois 
l’inflexion des courbes est probablement accentuée par la rétrogradation de l’ammonium, celle-ci 
étant d’autant plus importante que le pH est plus élevé. 

En conclusion, la valeur témoin à soustraire de la mesure enzymatique ne peut être correctement 
déterminée que par une mesure dans laquelle I¶asparagine et le tampon sont mis en présence de sol 
préalablement chauffé. Cette manière de procéder s’est trouvée pleinement justifiée par la suite, lors 
de l’étude de l’influence du nitrate sur l’activité de l’asparaginase du sol, relatée ultérieurement. 

Les résultats des mesures de la réaction enzymatique rapportés dans cette étude de l’aspara- 
ginase du sol, correspondent généralement à la différence entre les productions d’ammonium 
obtenues, d’une part, avec le sol traité à l’autoclave pendant 30 minutes à 100” et, d’autre part, avec 
le sol non chauffé; la solution utilisée étant la même dans les deux cas. Lorsqu’il en est autrement 
ceci est chaque fois indiqué. 

Origine de ll’anunonium libéré au cours de la mesure. 

L’ammonium libéré par action de l’asparaginase provient de la fonction amide de l’asparagine. 
L’enzyme laisse intact le radical amine qui se retrouve dans la molécule d’acide aspartique libéré 
simultanément (111). -Afin de caractériser la réaction ayant lieu dans le sol au contact de la solution 
d’asparagine, nous avons recherché l’origine de l’ammonium produit par cette réaction. Pour cela, 
l’hydrolyse de la fonction amide de l’asparagine par l’acide sulfurique (12/p 520), a été effectuée à 
l’issue du séjour de la suspension de sol à 49”; tout l’azote amidé de l’asparagine est ainsi amené 
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sous forme d’ammonium. Si l’ammonium libéré au contact du sol, lors du séjour de la suspension 
à 49”, ne provient pas de la fonction amide, la quantité globale d’ammonium obtenue après hydrolyse 
acide sera supérieure à celle qui correspond à la totalité de l’azote amidé de l’asparagine. Par contre, 
elle lui sera égale si la réaction ayant lieu dans le sol est due à la présence d’asparaginase. En fait 
l’hydrolyse de la fonction amide par l’acide sulfurique n’est pas complète; elle dépend de la concen- 
tration en acide et de la durée de chauffage. II est donc nécessaire d’effectuer comparativement une 
hydrolyse acide dans la solution n’ayant pas été en contact avec le sol. 

25 g de sol sont mélangés avec 50 cm3 de solution-tampon PB3 (traitement T) ou de la même 
solution contenant de I’asparagine à la concentration 2 % (traitement A). Le mélange est maintenu 
a 49” pendant 14 heures 30 minutes puis on lui ajoute 75 cm3 d’acide sulfurique 4,3N. La suspension 
est ensuite filtrée, puis on percale le sol par de l’acide sulfurique N/lO jusqu’à ce que le volume 
total de filtrat soit de 500 cm3. Le déplacement de l’ammonium est alors complet comme l’indique 
l’absence de coloration du réactif de NESSLER en présence des dernières gouttes de filtrat. Pour 
obtenir l’hydrolyse presque totale de l’asparagine, une grande quantité d’acide sulfurique est néces- 
saire; c’est ce qui conduit à en ajouter en excès avant la filtration. 

50 cm3 de filtrat sont mélangés avec 5 cm3 d’acide sulfurique 16,5N puis maintenus en ébullition 
pendant 5 heures, dans un ballon de l’appareil à distillation surmonté d’un réfrigérant ascendant. 
Après refroidissement et immédiatement avant la distillation, 35 cm3 de soude 4N sont ajoutés au 
contenu des ballons. Un violent dégagement de gaz carbonique, tendant à faire refluer la solution 
vers le générateur de vapeur, se produit initialement. II résulte de l’action de l’acide sulfurique 
présent dans la solution sur le carbonate apporté par la soude. Un robinet a dû être placé avant le 
tube plongeur de chacun des ballons; il n’est ouvert qu’après le dégagement de gaz carbonique. 

Les différences de production d’ammonium entre les traitements T et A sont rapportées aux 
deux premières lignes du tableau 16. Elles correspondent à 50 cm3 de filtrat, soit 2,5 g de terre et 
100 mg d’asparagine. Dans la dernière colonne sont mentionnés les résultats obtenus dans les mêmes 
conditions en l’absence de sol. L’hydrolyse acide commence à froid, dès l’addition d’acide sulfu- 
rique; l’ammonium provenant de la réaction enzymatique ne peut donc être mesuré dans les filtrats. 
Il est évalué directement sur la suspension de sol (résultats rapportés à la troisième ligne du tableau). 

Sols 

Ébullition 2 heures 

Hydrolyse 45mn . . . . . . . . . . . 
acide 

16,04 

Ébullition 5 heures . 16,15 

Sans hydrolyse acide.. . . . . . . . . . . . 

FP 

4,23 

MA PR RI JA SA 
~~~ 

16,09 16,08 16,16 
~~ 

16,ll 16,17 16,lO 
~~ 

0,93 1,42 1,58 

Tableau 16. - HydroIyse de la fonction amide de I’asparagine. Les quantités mentionnées concernent la diffkrence entre les trai- 
tements T et A; I’ammonium préexistant dans le sol se trouve ainsi déduit. Les résultats correspondent à 100 mg d’aspara- 
gine; ils sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 

En 5 heures d’ébullition, la production d’ammonium n’est que très légèrement supérieure à 
celle qui a lieu en 2 heures 45 minutes. Or celle-ci est encore inférieure de 0,5 cm3 à la quantité corres- 
pondant à l’hydrolyse totale de la fonction amide (16,6 cm3), l’hydrolyse acide est donc une réaction 
d’équilibre. En présence de quantités moins importantes d’acide sulfurique, la production d’ammo- 
nium était plus faible : en 2 heures d’ébullition elle atteignait 15,5 cm3 pour une addition de 5 cm3 
d’acide sulfurique 8,25N, et 13,5 cm3 sans addition complémentaire d’acide. 
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Les quantités d’ammonium présentes dans les différents filtra& après 5 heures d’ébullition, 
sont très voisines, contrairement à ce qui a lieu dans les suspensions de sol à l’issue de la réaction 
enzymatique. L’acide sulfurique a donc égalisé les productions d’ammonium; son action et celle du 
sol sont complémentaires. Il en résulte que cette dernière a également provoqué l’hydrolyse de la 
fonction amide de l’asparagine et doit être attribuée à la présence d’asparaginase. Ceci est confirmé 
par le Fait que les quantités d’ammonium contenues dans les filtrats, après hydrolyse acide, sont 
presque identiques à celle qui est obtenue dans la.solution n’ayant pas été en contact avec le sol. 
La production d’ammonium est cependant généralement supérieure dans les filtrats, peut être à 
cause de l’action hydrolysante de substances du sol, mises en évidence lors de l’étude des témoins. 
Les résultats obtenus montrent en outre que la fonction amine de l’acide aspartique libéré par la 
réaction, n’a pas été hydrolysée, soit à cause de la teneur très faible des sols en aspartase, soit à 
cause de conditions peu favorables à l’activité de cette enzyme. 

Influence de divers facteurs sur la mesure de l’activité de l’asparaginase. 

1. Température - pH - Nature des cations 

Au tableau 17 sont mentionnées les productions d’ammonium obtenues pour différentes valeurs 
de la température et du pH. Les conditions pour lesquelles la production est la plus importante 
ne sont pas les mêmes pour tous les sols; elles sont cependant voisines. 11 est donc possible de retenir, 

PH 

TempBrature 
Sol Tampon 

430 

- 

_- 

- 

_- 

.- 

.- 

= 

rampon PH 

46* 490 52’ 460 52O 

PBl 597 
PB2 720 
PB3 
PB4 7:: 
PB5 
PB6 10: 
BP7 10:8 

4,63 
7,04 
7,18 
6,72 
5,44 
3,59 
2,47 

$12 
7,16 
7,31 
6,64 
5,52 
3,59 
2,32 

5,lO 
7,lO 
7,21 
6,54 
5,44 
3,69 
2,77 

5,35 
7,60 
7,66 
6,62 
5,42 
3,55 
2,37 

Sol 

MA 

PBl 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

5,6 
63 

2: 
819 

10:8 

0,45 0,50 0,57 0,54 
1,17 1,ll 1,23 1,27 
1,25 1,33 1,34 1,43 
1,27 1,30 1,37 I&i1 
1,21 1,30 1,43 1,45 
0,81 0,84 1,07 0,85 
0,63 0,58 0,84 0,74 

PBl 537 
PB2 730 
PB3 7,6 
PB4 8,5 
PB5 
PB6 13: 
PB7 1114 

5,68 
9,22 
9,21 
7,13 
5,41 
3,16 
1,88 

5,83 
9,39 
9,29 
7,43 
5,65 
3,24 
1,68 

5,72 
9,18 
8,76 
7,04 
$54 
3,44 
2,00 

5,93 
9,15 
8,49 
7,lO PR 
5,57 
3,12 
1,51 

PBl 
PB2 
PB3 
PB4 
PB5 
PB6 
PB7 

538 
731 
7,8 
8,7 

12: 
1115 

2,94 3,19 3,29 3,18 
4,66 4,84 4,83 4,46 
4,51 4,47 4,26 4,lO 
3,48 3,45 3,40 3,25 
2,59 2,65 2,77 2,71 
14 1,44 1,49 1,33 
0,96 0,45 0,22 0,24 

PBl 5-6 4,58 4,19 4,58 PBl 3,03 3,59 3,50 
PB2 69 Il,63 10,81 11,38 PB2 4,50 4,89 4,73 
PB3 795 13.16 12,57 12,70 PB3 4,34 4,41 4,14 
PB4 13,18 12,94 12,90 PB4 3,58 3,65 3,76 
PB5 

2; 

19,o 
12,46 11,96 10,96 PB5 2,71 2,x9 2,82 

PB6 7,7-i 8,43 7,30 PB6 1,47 1,66 1,40 
PB7 10,9 5,79 5,84 5,36 PB7 0.54 0,37 0,26 

1 
1 
1 
1 

= 

4,70 
12,86 
13,69 
13,66 
12,27 
7,82 
5,30 

53 
7,l 
7,8 

i7: 
10:6 
11,5 

3,26 
4,88 
4,42 
3,57 
2,84 
1,51 
0,43 

FP 

FM 

FV 

Tableau 17. - Activité de I’asparaginase des sols, en fonction de la température et du pH. 5 cms d’eau + 10 cm3 de solution- 
tampon contenant 2,5 ‘A d’asparagine + 3 g de sol FP, FM, FV ou 5 g de sol MA, PR, ou FT; 21 heures à différentes 
tempkratures. Aux quantités d’ammonium obtenues ont ét& retranchées les valeurs correspondantes des témoins mentionnées 
au tableau Il. Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 
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pour la mesure de la teneur des sols en asparaginase, des conditions moyennes; celles-ci sont repré- 
sentées par la température de 49” et la solution-tampon PB3. 

Les quantités d’ammonium produites en 21 heures à 49”, en présence des solutions-tampon PB, 
PBNa et PBK, sont rapportées à la figure VI. Avec les solutions-tampon PBNa, les pH des suspen- 
sions sont légèrement décalés vers l’acidité; par contre, les pH sont plus élevés en présence des 
solutions PBK; ceci résulte des différences, précédemment mentionnées, entre les pH des trois 
gammes de solutions-tampon. L’ensemble des résultats obtenus se situe sensiblement sur une même 
courbe; la nature des cations n’a donc pas d’incidence sur la réaction enzymatique. Ces résultats 
montrent, d’autre part, que la nature des cations n’intervient pas sur la rétrogradation de l’ammo- 
nium produit au cours de la réaction enzymatique, ce qui confirme les résultats obtenus lors de 
l’addition de sulfate d’ammonium dans les suspensions de sols. 

l I 1 I I 1 ; ; ; ; ] ; 

b 7 8 9 10 11 12 PH 6 7 a 9 10 11 12 pH 

Fig. VI. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE DES SOLS EN FONCTION DU pH 

0 Tampon PB 
CI Tampon PBNa 
x Tampon PBK 

expérience rapportée au tableau 17 
3 g de sol FP, FM, FV ou 5 g de sol MA, PR ou FT + 5 cm3 d’eau -l- 
10 cm de solution-tampon contenant 2,5 % d’asparagine; 21 heures 
à 4gG. 

2. Durée de la réaction 

3 g de sol FP, FM, FV ou 5 g de sol MA, PR ou FT ont été mélangés avec 5 cm3 d’eau et 
10 cm3 de solution-tampon PB3 contenant 2,5 % d’asparagine, puis maintenus a 49” pendant 1, 6, 
11,16,21,26 ou 3 1 heures. A la figure VII sont rapportées les productions d’ammonium correspon- 
dantes, diminuées des valeurs témoins obtenues dans les mêmes conditions avec du sol chauffé. 

Trois phases se présentent au cours du déroulement de la réaction; elles sont de durée variable 
suivant les sols : la première s’étend sur 1 heure pour les sols PR et MA, 2 heures pour les sols 
PV et FT, et 3 heures pour les sols FM et FP. Au cours de cette période la vitesse de la réaction 
diminue progressivement. La phase suivante, pendant laquelle la vitesse de la réaction est constante, 
s’étend jusqu’à la 16e heure pour le sol FV, la 21e heure pour les sols FM, FT et PR et la 260 heure 
pour le sol FP; elle n’est pas encore terminée à la 31e heure pour le sol MA. Au cours de la troisième 
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phase, la vitesse diminue à nouveau. Ceci n’est pas conforme à l’allure habituelle des réactions 
enzymatiques; la phase rectiligne devrait, en effet, se présenter au début de la réaction. Il est possible 
que l’hydrolyse de l’asparagine dans les sols soit la résultante des activités de plusieurs asparaginases 
d’origine différente et d’inégale stabilité. La phase initiale pourrait alors traduire l’inactivation de 
l’une ou de quelques unes d’entre elles. Une diminution de la perméabilité des cellules contenant 
l’asparaginase ou une modification des interactions de l’enzyme dans les cellules pourrait également 
rendre compte de la réduction de la vitesse de la réaction au cours des premières heures. 

Fig. VII. - INFLUENCE DE LA DURÉE DE LA RÉACTION 
SUR LA PRODUCTION D’AMMONIUM 

3 g de sol FP, FM, FV ou 5 g de sol MA, PR ou FT + 5 cm” d’eau + 10 cm3 de solution- 
tampon PB3 contenant 2,s % d’asparagine. 

Le point d’intersection de l’axe des ordonnées et de la droite représentant la deuxième phase 
de la réaction, permet d’évaluer la quantité d’ammonium correspondant à la différence de vitesse 
de réaction entre les deux premières phases. Elle est respectivement de 0,95, 1 ,O, 1,05,0,45 et 0,40 cm3 
d’ammonium N/25 pour les sols FP, FM, FV, PR et FT. Dans la deuxième partie de cette étude, 
relative à la lacalisation de l’asparaginase dans les sols, les résultats rapportés à la figure XXV et 
concernant le traitement préalable des sols pendant 30 minutes à 30” dans l’eau ou la solution 
d’asparagine, font apparaître une diminution d’activité par rapport au sol non traité (té). Cette 
diminution correspond respectivement, pour les mêmes sols que précédemment, a OJO, l,O, 0,70, 
0,45 et 0,70 cm3 d’ammonium N/25, quantités assez voisines de celles qui traduisent la différence 
de vitesse de réaction entre les deux premières phases de la réaction. Les diminutions d’activité 
mises en évidence dans ces deux expériences pourraient donc concerner un même processus inter- 
venant dès que le sol est imbibé, indépendant de la température, entre 30 et 49”, et de la présence 
du substrat. L’hypothèse de l’intervention d’enzymes d’inégale stabilité pourrait alors être écartée. 
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En outre, il ne semble pas qu’interviennent avec quelque importance, sur l’activité de I’aspa- 
raginase, des substances du sol, solubilisées dans les conditions de la mesure. En effet, il ressort 
de l’examen du tableau 1X que la mesure de l’activité enzymatique de mélanges de sols, est géné- 
ralement peu différente de la quantité d’ammonium correspondant à la somme des activités de 
chaque sol, bien que les sols soient très différents entre eux et que l’inégalité de la durée de la 
phase initiale traduise un comportement propre à chacun d’eux. 

- 

Sols utilisées 

FP (1,5 g) + FM (1,5 g). ................ 
-- +FV - ................. 
-- 
-- 

$ $ (2,5 g) 

- - +MA = 
.................................. 
................. 

FM (1,s g) + FV (1,5 g) ................. 
-- 
-- 

$ ;; (2,5 g) ................. 

+MA 1 
................. 

FF (1,5g) + PR (2,5 g) .................................. 
- - +FT - ...... . .......... 

PR (2,5g) i EL2,G) .................................. 

6(2,5g) 
................. 

-f- MA(2,5g). ................ 

ZZZ 

I Production d’ammonium 

mesurée 

6,83 
9,14 
5,13 
5,24 
4,13 

10,29 
5,83 
5,79 
4,50 
8.62 
8;86 
7,59 
3,91 
2,74 
2,71 

7,98 
9,95 
5,73 
5,80 
4,27 

10,73 
6,51 
6,58 
5,05 
8,48 
8,56 
7,02 
4,33 
2.80 
2,82 

- -- 

Différence relative 

- 14,4 % - 2,o % - 10,4 % - 94 % - 3,3 % - 4J% - 10,4 % - 12,0 % 
- ll,o % 
+ 183% 

Tableau 18. - ActivitE enzymatique des mélanges de sol: Les poids de terre indiqués sont ajoutés à 5 cm3 d’eau et 10 cm3 de 
solution-tampon PB3 contenant 2,5 ‘A d’asparagine. Le mélange est ensuite maintenu pendant 21 heures a 49’. Les résultats 
sont rapportes en cm3 d’ammonium N/25. 

La durée de la réaction, choisie pour la mesure de la teneur des sols en asparaginase, est de 
21 heures; elle se situe vers la fin de la période pendant laquelle la vitesse de l’hydrolyse est constante, 
pour la majorité des sols. 

Le fait que la phase linéaire occupe la plus grande partie du séjour au bain-marie montre que, 
dans Les conditions de la mesure, la rétrogradation de l’ammonium est nulle ou excessivement 
faible. De l’étude de la rétrogradation de l’ammonium dans les suspensions de terre, en présence 
de sulfate d’ammonium, il ressortait que, lors de la mesure enzymatique, les pertes d’ammonium 
doivent être peu élevées à cause de l’apparition progressive de cet élément dans le milieu; cette 
conclusion est donc confirmée. 

3. Concentration en substrat et poids de terre 

2, 4, 6 ou 8 g de sol FP ont été mélangés avec 5 cm3 d’eau et 10 cm3 de solution-tampon PB3 
contenant 0,5,1,1,5,2,2,5 ou 3 % d’asparagine; soit, pour les 15 cm3 de solution, des concentrations 
respectives de 0,33, 0,66, 1, 1,33, 1,66 ou 2 % d’asparagine. Ces mélanges sont maintenus pendant 
21 heures à 49”. A la figure VIII, sont rapportées les productions d’ammonium diminuées des 
valeurs-témoins obtenues dans les mêmes conditions avec le sol chauffé. 

En présence de tampon PB3, la concentration en asparagine n’a qu’une incidence très faible 
sur le pH, comme cela ressort de la comparaison des valeurs-témoins obtenues avec et sans aspa- 
ragine à différents pH (tableaux 10 et 11). Par contre, l’augmentation du poids de terre dans le 
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1E4 

16 _- 

2% 1,669 
1,33$ 

1s 

0,33$ 

6g 
@ds de 

' terre 89 
Fig. VIII. - INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SUBSTRAT 

ET DE LA QUANTITÉ DE TERRE 
SUR LA PRODUCTION D’AMMONIUM 

Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 2, 4, 6 ou 8 g 
de sol FP + 5 cms d’eau + 10 cm3 de solution-tampon PB3; 21 heures & 4gn. 

milieu, provoque un abaissement assez important du pH, lequel demeure cependant dans la zone 
correspondant au sommet de la courbe d’activité de l’asparaginase en fonction du pH. 

L’inflexion des droites correspondant aux concentrations 1,66 % et 2 % d’asparagine, semble 
résulter de l’impossibilité d’agiter efficacement la suspension de sol, le volume des tubes étant 
presque entièrement occupé par le mélange en présence de 8 g de terre. Avec 1 oh d’asparagine, 
l’inflexion ayant lieu en deçà de 6 g de terre, pourrait résulter de l’abaissement de la concentration 
en substrat au cours de la reaction. Après 21 heures, en présence de 6 g de terre, la teneur du 
milieu en asparagine est ici voisine de 0,5 % et la production d’ammonium est inférieure de 8 % 
seulement à celle qui est obtenue à partir de 2 % d’asparagine. Pour la concentration initiale de 
0,66 % et 2 g de terre, 0,5 % d’asparagine se retrouve dans le milieu après 21 heures, la production 
d’ammonium est ici inférieure de 12 % seulement à celle qui est obtenue à partir de 2 % d’aspa- 
ragine. La vitesse de la réaction est donc assez peu affectée par la concentration en susbtrat lorsque 
celle-ci demeure supérieure à 0,5 %. Cette limite correspond à une production d’ammonium de 
29 cm3 IV/25 pour une concentration initiale de 1,66 % en asparagine, concentration retenue pour 
la technique de mesure. 
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En présence de 8 g de terre et pour les concentrations initiales de 0,33 % et 0,66 % en asparagine, 
la production d’ammonium est sensiblement proportionnelle à ces concentrations, ce qui traduit 
une hydrolyse presque complète du substrat. Effectivement, pour la concentration initiale de 0,33 %, 
l’hydrolyse complète de la fonction amide de l’asparagine aurait donné 8,33 cm3 d’ammonium 
N/25, quantité qui n’est pas très éloignée de 6,95 cm3 représentant la production totale obtenue, 
y compris la valeur du témoin. 

L’augmentation de la vitesse de la réaction proportionnellement au poids de terre, pour les 
concentrations élevées en substrat, montre que le sol intervient seulement par sa teneur en asparagi- 
nase.Ceci confirme qu’il n’y a pas solubilisation de substances intervenant sur l’activité enzymatique. 

Étude statistique des résultats. 

En ce qui concerne le déplacement par distillation puis la titration de l’ammonium se trouvant 
dans la suspension de sol, la précision de la mesure a été évaluée à partir de suspensions renfermant 
du sulfate d’ammonium. 3 g de sol FP sont mélangés avec 10 cm3 de solution-tampon PB3 et 5 cm3 
de solution de sulfate d’ammonium 0,07N; le mélange est ensuite maintenu pendant 21 heures à 
49”. Dans ces conditions l’écart-type de 18 mesures est de 0,03 cm3 N/25 pour une quantité moyenne 
d’ammonium de 8,08 cm3 N/25. 

Les résultats des mesures enzymatiques effectuées avec 15 cm3 de solution contenant le même 
tampon et 1,66 % d’asparagine, sont nettement plus dispersés. Ainsi l’écart-type de 24 mesures 
est de 0,ll cm3 N/25 pour le sol FP et celui de 16 mesures effectuées sur le sol FV atteint 0,30 cm3 
N/25, les moyennes respectives étant de 7,20 et de 12,70 cm3 d’ammonium N/25. Ces deux sols 
sont ceux pour lesquels la dispersion des résultats est la plus importante. L’agitation mécanique 
des suspensions de sol pendant 30 minutes, sur un agitateur alternatif, avant le séjour au bain-marie, 
ne modifie pas la production d’ammonium ni la dispersion des résultats pour le sol FP; par contre, 
la production d’ammonium est augmentée de 11 % et l’écart-type est ramené à 0,18 cm3 N/25, 
pour le sol FV. 

Les mesures ont toujours été effectuées en quatre répétitions et les productions d’ammonium 
mentionnées correspondent à la moyenne des résultats; les valeurs-témoins ont été évaluées par 
une seule mesure. Les quantités d’ammonium rapportées lors de l’étude de I’adsorption et de 
l’élution de l’asparaginase de levure dans les sols, résultent cependant d’une mesure unique. A cause 
de la faible stabilité de l’asparaginase de levure purifiée, les mesures comparatives devaient être 
groupées dans une même série, ce qui ne permettait pas d’effectuer des répétitions simultanées. 
Mais la dispersion des résultats est ici très réduite; en effet, à cinq opérations d’adsorption puis 
d’élution réalisées sur le sol PJA, correspondait un écart-type de 0,05 cm3 N/25 pour une production 
moyenne de 9,20 cm3 N/25. 

IL - ACTIVITE DE L'ASPARAGINASE EN L'ABSENCE DE BORATE 
MI~E EN EVIDENCE D'UNE DEUXIÏM~ ASPARAGINASE 

Influence de la composition des solutions-tampon sur les témoins de la 
mesure. 

La méthode d’évaluation des témoins des mesures, exposée précédemment, doit être réexa- 
minée, les solutions employées ici étant différentes des solutions antérieurement utilisées. Les 
tampons ne renferment pas de bore; leur préparation est donnée aux tableaux 19, 20 et 21. Les 
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valeurs des témoins des mesures effectuées avec ces solutions-tampon sont rapportées à la figure IX; 
elles se situent un peu au-dessus de la courbe obtenue avec les tampons PB, quelques résultats 
en sont même nettement éloignés. De plus la dispersion des résultats est plus importante en l’absence 
de bore : l’écart-type correspondant à 8 mesures effectuées avec 5 g de sol BFP, chauffés pendant 
30 minutes à lOO”, est de 0,41 cm3 d’ammonium N/25 en présence de tampon P3 à la concentra- 
tion 0,X x 2/3 M, alors qu’il n’est que de 0,07 cm3 en présence de tampon PB3 à la concentration 
0,4 x 2/3 M. Il est vraisemblable que ces perturbations ayant lieu en l’absence de bore résultent 
de l’activité de microorganismes non détruits par le traitement préalable du sol à 1000. Pour cette 
raison, l’activité de l’asparaginase mesurée en l’absence de bore, a été évaluée au moyen de la 
courbe correspondant aux valeurs des témoins obtenues avec les tampons boriques. 

.~ 
Dhignation des tampons PI P2 P3 P4 P5 1 P6 

----~ l- 

P7 

Solution Pa.. . . , . . . . . . . . . . . . . . 36Ocm" 310 cm3 236 cms 200 cm3 160 cm3 140 cm3 100 cm3 
- 

Solution Pb. . . . . . . . . . , . . . . . . . 80 cm3 130 cm3 204 cm3 240 cms 280 cm3 300 cm3 340 cm3 

Tableau 19. - Preparation des solutiorls-talllpoll-phosplrate de condentration 0,s M. 
Solution Pa: 217,s g de P0*H2K amen& à 2 litres. 
Solution Pb: 217.8 g de P04H2K + 800 cm8 de soude 4 N amenés à 2 litres. 

Désignation des tampons PFl PF2 PF3 PF4 PF5 PF6 

Solution Fa . . . . . . . . . . 360 cm3 240 cms 168 cm3 120 cms 72 cm3 24 cm3 

Solution Fb.. . . . . . . . . . 0 120 cm3 192 cm3 240 cm3 288 cm3 336 cm3 

Tableau 20. - Préparation des solutions-tampon-phosphate-fluorare, de doncentration 0,6 M pour chacun des deux &nzents. 
Solution Fa: 81,70 g de P04H2K + 25,2 g de FNa amenés à 1 litre. 
Solution Fb: SI,70 g de P04HZK Jr 25,2 g de FNa + 224 cm” de soude 4 N amen& à 1 litre. 

-- 

Désignation des tampons PAsl PAS~ PAs3 PAs4 

Solution Asa . . . . . . . . . 30 cm3 0 0 0 
1 

Solution Asb.. . . . . . . . . 30 cm3 48 cm3 30 cm3 24 cm3 

Solution Asc . , . . . . . . 0 12 cm3 30 cm3 36 cm3 

PAS~ PAS6 
II 

Tableau 21. - Préparation des solutions-tampon-phosphate-a>afniate de concentration 0,6 M pour chacun des deux éI&nents. 
Solution Asa: 46,78 g de A§OWNaz, 7H20 + 150 cm3 de P04H3(M) amenés à 250 cm?. 
Solution Asb: 187.1 g de As04HNaa, 7H20 + 81.70 g de P04H2K amenés à 1 litre. 
Solution Asc: 187,l g de As04HNaz, 7H20 + 81,70 g de P04H2K + 260 cm3 de soude 4 N amenés à 1 litre. 
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Designation Solution de 
du tampon P04H3 (M) 

PBAsl . . . . . 400 cm3 
PBAs2 . . . . . 0 
PBAs3 . . . . . 0 
PBAs4 . . . . . 0 
PBAs5 . . . . . 0 
PBAs6 . . . . . 0 

Cbl . . . . . . . 300 cm3 
Cb2 . . . . . . . 0 
Cb3 . . . . . . . 0 
Cb4 . . . . . . . 0 

CAS~. . . . . . . 600 cm3 
CAS~. . . . . . . 0 
CAS~. . . . . . . 
cAs4. . . . . . . i 

= 

-- 

_- 

_- 

= 

PO*HeK 

0 
54,45 g 

- 
- 
- 
- 

13,61 g 
54,45 g 

- 
- 

0 
81,67 

- 
- 

- 

-_ 

-_ 

-_ 

As04H2Na 
’ 7 Hz0 

312,0 g 
- 
- 
- 
- 
- 

0 
0 
0 
0 

187,12 
- 
- 
- 

-- 

-- 

-- 

- 

BOW 
- 

24,73 g 
- 
- 
- 
- 
- 

NaOH(4 N) COsNa 
anhydre 

Solution 
amente à 

0 0 
0 

92 cm3 0 
140 cm3 0 
188 cm3 0 
260 cm3 0 

= 

_- 

-- 

1 litre 
- 
- 
- 
- 
- 

24,73 g 0 106 g 1,5 litre 
- 0 - - 
- 110cm3 - - 
- 180cm3 - - 

0 i 106 - g 

: 130 cm3 - 
0 182cms - 

1,5 litre 
- 
- 
- 

Tableau 22. - Préparation des solutions-tampon-phosphate-borate-arséniate (PBAs), phosphate-borate-carbonate (Cb) et phos- 
phate-arséniate-carbonate (CAS). 

PBAs: concentration 0,4 M pour le phosphate, et le borate et M pour l’arseniate. 
Cb: concentration 0,4 x 213 M pour le phosphate et le borate et 0,66 M pour le carbonate. 
CAS: concentration 0,4 M pour le phosphate et l’arseniate et 0,66 M pour le carbonate. 

i 

Fig. IX. - INFLUENCE 
DE LA COMPOSITION 
DES SOLUTIONS 
SUR LES TÉMOINS 
DE LA MESURE 

3 g de sol FP, FM ou FV, ou 5 g 
de sol MA, PR, FT ou JA, maintenus 
pendant 30 minutes à IOO’, dans un 
autoclave, -l- 5 cm3 d’eau, + 10 cms 
de l’un des tampons suivants, conte- 
nant 2,5 % d’asparagine. 21 heures a 
49O. Les résultats sont exprimés en cm3 
d’ammonium N/25. 

. Tampon PBl à PB7 0,4M 
- 

: - 
Pl à P6 0,8M 
PAsl à PAS~ 0,6M 

x - PFI ii PF6 0,6M 

Ces concentrations sont celles de 
chacun des anions entrant dans la 

composition du tampon. 

1 
FM FM 

1 I 6 6 7 7 8 8 o o 9 9 10 10 11 11 12 12 

6 7 8 9 10 11 12 6 7 8 9 1.0 11 
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, 6 7 8 9 10 11 12 , 6 7 8 9 10 11 12 

6 7 8 9 10 11 12 6 7 8 g 10 11 12 

Fig. X. - INFLUENCE DE LA COMPOSITION DES SOLUTIONS, sm ms TÉMOINS DE LA MESURE 

3 g de sol FP, FM ou FV, ou 5 g de sol MA, PR ou FT, maintenus pendant 30 minutes 
à 100’ dans un autoclave sont mélangés avec 15 cms de solution-tampon Cbl à Cb4 
ou CAsl à CAS~ contenant 1,66 ‘A d’asparagine, ou avec 15 cm8 de solution contenant 
10 cms de solution-tampon PBl B PB7 ou PBAsl à PBAs6 et 1,66 % d’asparagine. 
21 heures à 49O; les résultats sont rapportés en cm* d’ammonium N/25. 

. Tampon PB1 à PB7 
0 - PBAsI h PBAs6 
l- - Cbl à Cb4 
x - CAsl à CAS4 

0n doit signaler en outre dans cette étude complémentaire des témoins des mesures, que la 
présence de carbonate de sodium à la concentration 0,66M (tampons Cbl à Cb4 et CAsl à CAS~ 
dont la préparation est indiquée au tableau 22) a pour effet de diminuer très sensiblement l’hydrolyse 
de l’asparagine dans les témoins de la mesure, entre pH 8,0 et pH 10,5 (fig. X). Les courbes corres- 
pondant aux témoins réalisés dans ces conditions se rapprochent des courbes représentant la somme 
des valeurs obtenues, d’une part, dans les solutions d’asparagine en l’absence de sol, et d’autre 
part, dans les suspensions de sol en l’absence d’asparagine (fig. V). L’influence du carbonate pourrait 
donc résider dans une action sur les substances solubles réagissant chimiquement avec l’asparagine, 
dont la présence a été mise en évidence précédemment. Les quantités d’ammonium produites par 
la réaction enzymatique en présence de carbonate ont, par suite, été calculées au moyen des témoins 
réalisés également en présence de carbonate. 

Influence du borate sur l’activité de l’asparaginase des sols. 

Les productions d’ammonium obtenues à différents pH en l’absence de borate avec les solutions- 
tampon contenant uniquement du phosphate ou du phosphate et du fluorure ou du phosphate et 
de l’arséniate, sont rapportées à la figure XI. Elles sont nettement plus importantes que celles qui 
sont obtenues avec les tampons boriques. Ceci traduit un effet dépressif du borate sur l’activité 
de l’asparaginase. Cet effet est d’autant plus accusé que le pH est plus élevé; au-dessous de pH 
7,0 il est faible. Le borate agit à concentration peu élevée : son action n’est pas beaucoup plus 
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Fig. XI. - INFLUENCE DU BORE, SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE DES SOLS 
3 g de sol FP, FM ou FV, ou 5 g de sol MA, PR ou FT, + 15 cms de solution contenant 10 cm3 de l’une des solutions- 

tampon suivantes, et 1,66 % d’asparagine. 21 heures ii 49’; les résultats sont rapportés en cm8 d’ammonium N/25. 

. Tampon PBl à PB7; o Tampon Pl à P7; + Tampon PFl à PF6; + Tampon PAsl à PAS~. 



46 M. MOURARET - CONTRIBUTION A L’ÉTUDE DE L’ACTIVITÉ DES ENZYMES DU SOL 

importante à la concentration 0,4M qu’à la concentration 0,05M (fig. XII). La diminution d’activité 
enzymatique due à la présence de borate est inattendue, ce corps ayant éte parfois utilisé comme 
tampon pour la mesure de l’activité de l’asparaginase (4) (16). A l’exception des sols MA et PR, 
le fluorure et l’arséniate n’apportent pas de modification importante de l’activité enzymatique, 
par rapport au phosphate seul. 

Dans le but de déterminer si l’effet du borate est réversible, l’expérience suivante a été réalisée, 
dans laquelle le borate est masqué à différentes étapes de la réaction par addition de mannite : 
3 g de sol FP sont mélangés avec 10 cm3 de solution-tampon contenant du phosphate et du borate 
aux concentrations respectives 0,4M et 0,15M (cette solution renferme 54,45 g de PO”H2K, 927 g 
de B03H3 et 194 cm3 de soude 4N par litre), et 2,5 % d’asparagine. Le mélange est placé au bain- 
marie à 49”; son pH est de 92. Après une durée de séjour variable à 49”, 5 cm3 de solution de mannite 

Fig. XII. - INFLUENCE DU BORE 
SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE DU SOL FP 

3 g de sol FP + 15 cm3 de solution tampon contenant 1,66 % d’aspa- 
ragine, du phosphate à la concentration 0,2M et du borate à diverses concen- 
trations. 21 heures à 49*. Les résultats sont rauoortés en cm3 d’ammonium __ 
N/25. 

Les solutions tampon sont préparées à partir de phosphate monopotas- 
sique, d’acide borique et de soude. Le pH des solutions est déterminé par 
la quantité de soude ajoutée. 

l néant 
0 0,05 

Concentration en borate dans les 15 cm3 de solution 0 0,lM 
d 0,2M 
0 0,4M 

à 15 % sont ajoutés au mélange, puis la réaction est poursuivie jusqu’à ce que sa durée totale soit 
de 21 heures. L’addition de mannite provoque un léger abaissement du pH qui se fixe à la valeur 8,8. 
Une série de mesures comparatives est effectuée, dans laquelle 5 cm3 d’eau sont ajoutés au lieu de 
la solution de marmite. 

Dans la même expérience l’influence du borate a été recherchée à différentes étapes de la réac- 
tion; celle-ci est conduite initialement en présence de phosphate, puis le borate est ajouté au cours 
de la réaction. 3 g de sol FP sont mélangés avec 10 cm3 de solution-tampon contenant du phosphate 
à la concentration 0,4M (cette solution renferme 54,45 g de P04H2K et 154 cm3 de soude 4N par 
litre)’ et 2,5 % d’asparagine. Le mélange est placé au bain-marie à 49”; son pH est de 8,8. Après une 
durée de séjour variable au bain-marie, 5 cm3 de solution contenant du borate à la concentration 
0,3M (cette solution renferme 9,27 g de B03H3 et 40 cm3 de soude 4N par 500 cm3), sont ajoutés 
au mélange, puis la réaction est poursuivie jusqu’à ce que sa durée totale soit de 21 heures. L’addition 
de borate provoque une légère augmentation du pH qui se fixe à la valeur 9,4. Une série de 
mesures comparatives est effectuée, dans laquelle 5 cm3 d’eau sont ajoutés au lieu de la solution 
de borate. 
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Les résultats sont rapportés à la figure XIII/A; ils montrent que l’effet du bore disparaît en 
présence de mannite. Lorsque l’addition de marmite à la solution-tampon-phosphate-borate est 
effectuée au temps zéro de la réaction, la production d’ammonium est voisine de celle qui est obtenue 
en l’absence de bore. Pour les additions de mannite effectuées à différentes étapes de la réaction, les 
productions d’ammonium devraient se placer sur un segment de droite dont les extrémités auraient 
pour ordonnées les valeurs des mesures réalisées avec et sans bore. Les résultats obtenus se situent 
un peu au-dessus de cette droite; de plus, il se produit une augmentation de l’activité enzymatique, 
en l’absence de bore, dans les tubes recevant 5 cm3 d’eau au cours de la réaction. Ces deux faits 
pourraient traduire une synthèse d’asparaginase due à l’oxygénation du milieu lors de l’agitation 
effectuée après addition de 5 cm3 d’eau ou de solution de marmite. En présence d’arséniate (fig. 
XIII/B), ces décalages sont nettement moins importants. 

NH4 

a-- 

G 
lh 

B 

temps apres 
lequel est 

: effectuée l’addi- 
jl : ! ) I : E&$f~ddi- 

4h 8h 1Zh 2a tion de 5 cm’ 
de solution Ih WI 0h 12h 2~ tion de 5 cm8 

de solution 
Fig. XIII. - REVERSIBILITÉ DE L’ACTION DU BORE SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE 

3 g de sol FP sont melangés avec 10 cm3 de solution-tampon contenant 2,5 % d’asparagine, puis places au bain-marie à 
49’. Au temps zéro ou après 1 heure, 4 heures, 8 heures, 12 heures ou 21 heures, 5 cm5 d’une deuxième solution, sont ajoutés. 
Les tubes sont encore maintenus à 49” jusqu’à ce que la duree totale du sejour au bain-marie soit de 21 heures. Les rtkultats 

sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 

A B 
l 3 g de sol -f- 10 cm3 de solution-tampon-phosphate (0,4M); 

puis on ajoute 5 cm3 de solution de borate (0,3M); pH 
l 3 g de sol + 10 cm3 de solution-tampon-phosphate 

(0,6M)-arseniate (0,6M); puis on ajoute 5 cm3 de solution 
du mélange : 9,4. de borate (0,3M); pH du mélange : 9,6. 

0 3 g de sol + 10 cm3 de la même solution-tampon-phos- 
phate; puis on ajoute 5 cms d’eau; pH du mélange : 8,8. 

0 3 g de sol + 10 cma de la meme solution-tampon-phos- 
phate-arséniate; puis on ajoute 5 cm3 d’eau; pH du 
mélange : 9,2. 

0 3 g de sol + 10 cm3 de solution-tampon-phosphate (0,4M)- 0 
borate (0,15M); puis on ajoute 5 cm3 de solution de 

3 g de sol -l- 10 cm3 de solution-tampon-phosphate (0,6M)- 
arséniate (0,6M)- borate (0,l SM); puis on ajoute 5 cms 

mannite à 15 %; pH du mélange : 8,8. de solution de mannite a 15 %; pH du mélange : 9,2. 
0 3 g de sol + 10 cm3 de la même solution-tampon-phos- a 3 g de sol + 10 cma de la même solution-tampon-phos- 

phate-borate; puis on ajoute 5 cm3 d’eau; pH du mélange : phate-arséniate-borate; puis on ajoute 5 cma d’eau; pH 
8,s. du mélange : 9,6. 
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Des équations exprimant l’inhibition compétitives ou non, d’une réaction enzymatique (78), il 
résulte que, pour une même concentration en substrat, le rapport de la vitesse de la réaction en l’ab- 
sence d’inhibiteur à la vitesse de la réaction en présence d’inhibiteur, répond à la relation 
V/Vi = 1 + K [Il, où [I] est la concentration de l’inhibiteur. Or les productions d’ammonium 
obtenues à divers pH et concentrations en borate ne sont pas en accord avec cette équation; les 
points correspondant aux différentes concentrations de l’inhibiteur ne se situent pas sur une droite, 
mais sur une courbe qui s’infléchit vers l’axe des abscisses (fig. XIV). L’augmentation progressive 
de la concentration de l’inhibiteur amène donc une augmentation de plus en plus faible du rapport 
V/Vi; la vitesse de la réaction en présence de borate semble ainsi tendre vers une valeur limite, 
laquelle pourrait correspondre à l’activité d’une asparaginase sur laquelle le borate n’aurait aucun 
effet. La mesure effectuée en l’absence de borate correspondrait alors à la somme des activités de 
l’asparaginase inhibée par le borate (asparaginase A) et de celle qui n’est pas affectée par ce corps 
(asparaginase B). D’après A. ROUSH et E. NORBIS (95), l’inhibition de la xanthine-oxydase par le 
borate résulterait de la formation d’un complexe entre le borate et des radicaux oxydriles de la 
molécule de l’enzyme; cet effet est, comme dans le cas de l’asparaginase du sol, supprimé par l’addi- 
tion d’un sucre. L’influence du borate sur l’asparaginase A pourrait également traduire la présence 
dans la molécule de cette enzyme, de radicaux oxydriles qui seraient absents de la molécule de 
l’asparaginase B. 

3 -- 

PH 9.0 s 

PB 8,O o 

pH 7.0 , 

Fig. XIV. - INHIBITION DE L’ASPARAGINASE DU SOL FP PAR LE BORATE 
V/Vi : Rapport entre les productions d’ammonium obtenues, d’une part, en l’absence de borate 

et, d’autre part, en présence de borate à différentes concentrations. Les mesures ont été effectuees gra- 
phiquement 5r partir des courbes de la figure XII. 

Les résultats rapportés à la figure XIV montrent que l’effet inhibiteur du borate est faible à 
pH 7,0 puis s’amplifie lorsque le pH s’élève au-dessus de cette valeur; l’asparaginase A occupe donc 
une place de plus en plus importante dans la production totale d’ammonium par les deux enzymes, 
lorsque le pH croît. Les différences entre les productions d’ammonium obtenues, d’une part, en 
présence de tampon-phosphate et, d’autre part, en présence de tampon-phosphate-borate pour divers 
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sols (fig. Xv>, ont été évaluées graphiquement et rapportées à la figure XI. Elles augmentent avec le 
pH et n’ont pas encore, généralement, atteint un optimum vers pH 11,O. Ceci est gênant pour l’éva- 
luation de l’activité de l’asparaginase A, la rétrogradation de l’ammonium étant élevée en milieu 
basique. Seule a été retenue pour l’étude de l’activité enzymatique du sol, l’asparaginase B. Toutefois 
le comportement comparatif des asparaginases A et B, lors de divers traitements du sol, sera examiné 
ultérieurement dans le but de mieux différencier les deux enzymes. 

La courbe représentant l’activité de l’asparaginase du sol FP en fonction de la durée de la réac- 
tion, dans le milieu contenant un tamponp-hosphate (fig. XVI) est tout à fait analogue à celle qui a 
été obtenue en présence de borate (fig. VII). Le fait qu’il n’y ait pas d’augmentation de la vitesse de la 
réaction au cours du séjour à 49” montre que n’intervient pas, tout au moins avec une intensité 
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Fig. XV. - INFLUENCE COMPARÉE DU pH SUR L’ACTIVITÉ DES ASPARAGINASES A ET B 
Les mesures ont été effectuées graphiquement à partir des courbes représentées à la figure XI; elles sont exprimées en cm3 

d’ammonium N/25. 
A) Différence entre les productions d’ammonimn obtenues, d’une part, en l’absence de borate (tampon Pl à P7) et, d’autre 

part, en presence de borate (tampon PBl à PB7). 
B) Activité de l’asparaginase mesurée en présence de borate (tampon PBl à PB7). 
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appréciable, l’activité de microorganismes décelée, d’une part, lors de la mesure des témoins et, 
d’autre part, dans l’expérience relative à la réversibilité de l’action du bore. Les conditions anaérobies 
de la mesure constituent vraisemblablement un obstacle à l’activité des microorganismes. 
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6 ./ 
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Fig. XVI. - INFLUENCE DE LA DURÉE DE LA RÉACTION SUR LA PRO- 
DUCTION D’AMMONIUM A 49”, EN PRÉSENCE DE TAMPON-PHOSPHATE 

3 g de sol FP + 15 cm8 de solution-tampon-phosphate 0,2M contenant 1,66 % d’aspa- 
ragine; pH du mélange : 9,0. Les résultats sont rapport& en cm3 d’ammonium N/25. 

III. - ÉTUDE DE FACTEURS SUSCEPTIBLES DE PROVOQUER 
UNE AUGMENTATION D’ACTIVCTa DE L’ASPARAGINASE DANS LES SOLS 

D’après certains auteurs (43), (14), (28), une production d’enzyme peut avoir lieu lors de la 
mesure de l’activité enzymatique des sols. Cette production pourrait être due à une multiplication 
de microorganismes; mais elle pourrait aussi résulter de l’activité de cellules non proliférantes dans 
lesquelles la synthèse de l’enzyme serait induite par le substrat (lOO), (85), (13). Cependant il devrait 
être alors possible de mettre en évidence un accroissement de la vitesse de la réaction au cours de la 
mesure enzymatique. S’il en était ainsi, les mesures ne traduiraient pas la teneur du sol en enzymes 
dans les conditions naturelles ou tout au moins dans les conditions où se trouve le sol préalablement, 
à la mesure. J. P. CONRAD (21), (22) a observé une augmentation de la vitesse d’hydrolyse de l’urée 
dans les sols en présence de toluène, 12 ou 24 heures après le début de la réaction. L’auteur a montré 
qu’il ne se produisait pas de multiplication de microorganismes; il attribue l’augmentation d’activité, 
soit à une libération d’uréase par les cellules, soit à une modification de l’activité de l’enzyme 
adsorbée. Il est cependant possible qu’elle résulte d’une production d’uréase par des cellules non 
proliférantes. 
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Lors de la mesure de l’activité de l’asparaginase des sols on n’observe pas d’augmentation de la 
vitesse de la réaction; mais au contraire, une diminution d’activité se produit au cours des premières 
heures. Il ne semble donc pas qu’une synthèse d’asparaginase ait lieu dans ces conditions. Par contre, 
les perturbations observées lors de l’évaluation des témoins en l’absence de borate, pourraient être 
dues à l’activité de microorganismes; en outre il sembie qu’une production d’asparaginase se soit 
manifestée en l’absence de borate et lorsque le borate était masqué par la mannite, dans l’expérience 
rapportée à la figure XIII. Dans le but d’éliminer le risque d’une production d’asparaginase au cours 
de la mesure de son activité dans les sols, les conditions susceptibles de permettre une synthèse de 
l’enzyme et les facteurs d’inhibition de la synthèse ont été recherchés. 

Augmentation de l’activité enzymatique en présence de nitrate. 

En l’absence de borate, le nitrate provoque une augmentation de l’activité de l’asparaginase du 
sol yFP (fig. XVII). L’activité de l’asparaginase croît avec la concentration en nitrate jusqu’à la valeur 
M/l 5. Au-delà, l’augmentation d’activité devient de moins en moins importante, puis vers la concen- 

NH 

20 

16 

Fig. XVII. - INFLUENCE DU NITRATE SUR 
L’ACTIVITÉ ENZYMATIQUE DU SOL 10 

5 g de sol YFP + 15 cm3 de solution contenant 
10 cm5 de solution-tampon-phosphate (0,4M) (pH du 
mélange : 7,4), du fluorure zi la concentration M/3, du 
nitrate à dtibrentes concentrations et de l’asparagine 
a la concentration 1,66 %. 21 heures à 49O. Les rksul- 

tats sont rapportés en cmS d’ammonium N/25. 

5 

concentration 

M/l5 2M/15 4Mh5 BM/15 
en nitrate 
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tration SM/15 en nitrate, il se produit une diminution de l’activité. Cette allure de la courbe d’acti- 
vité de l’asparaginase en fonction de la concentration en nitrate, traduit une double infiuence de ce 
corps. Aux faibles concentrations, un effet favorable se manifeste, par contre une influence défavo- 
rable prédomine aux concentrations élevées. 

L’augmentation de l’activité enzymatique, en présence de nitrate à la concentration M/15, 
correspond à un accroissement de la vitesse de la réaction entre les 10e et 14e heures de la réaction 
(fig. XVIII). La portion de la courbe d’activité précédant cet accroissement de la vitesse ne traduit 
aucune influence du nitrate, en effet la prolongation de la phase rectiligne initiale passe par le point 
représentant la production d’ammonium ayant lieu en 21 heures en l’absence de nitrate. Au-delà de 
14 heures la vitesse de la réaction est constante. La phase d’augmentation de la vitesse s’étale donc 
au maximum sur 4 heures. Elle correspond vraisemblablement à une synthèse d’asparaginase dans 
laquelle le nitrate aurait le rôle d’accepteur d’hydrogène. En l’absence de nitrate la synthèse de l’aspa- 
raginase serait vraisemblablement empêchée par les conditions anaérobies de la mesure. Cette inter- 
prétation permet d’expliquer l’augmentation d’activité observée après aération consécutive à une 

Fig. XVIII. - ACTIVITÉ DE L’A§PARAGINASE 
DU SOL EN FONCTION DE LA DUREE DE 
LA RÉACTION. EN PRESENCE DE NITRATE 

3 g de sol FP + 15 cm3 de solution-tampon- 
phosphate (0,2M) (pH de la suspension : 7,9), con- 
tenant 1,66 % d’asparagine et du nitrate de potas- 
sium à la concentration M/15. Température : 49O. 
Dur&e de la réaction : variable. Les resultats sont 
rapportés en cm3 d’-onium N/25. 

W Temoin sans nitrate. 

durée, en 
lEures 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 21 
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Fig. XIX. - INFLUENCE DUNITRATE 
SUR L’ACTIVITÉ DES ASPARAGINASES A ET B 

3 g de sol FP sont mélangés avec 10 cma de solution-tam- 
pon-phosphate (0,2M) (pH du mélange 7,9), contenant du 
nitrate de potassium à la concentration M/l5 et 1,66 % d’as- 
paragine. Après une duree de séjour variable à 49O, on 
ajoute au mélange, 5 cm5 de solution-phosphate (0,2M)- 
borate (0,6M), contenant du nitrate de potassium à la concen- 
tration M/l5 et 1,66 % d’asparagine. Le pH est peu modifié 
(valeur 7,6). La réaction est poursuivie jusqu’à ce que la 
durée totale du séjour à 49’, soit de 21 heures. Les résultats 

sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 

brève agitation des tubes dans l’expérience 
rapportée à la figure XIII. 

L’accroissement de la vitesse de la réaction 
en présence de nitrate a d’autre part été suivi en 
ajoutant du borate à différentes étapes de la 
réaction (fig. XIX). Trois phases se présentent. 
La première est analogue à la droite ascendante 
de la figure XIII/A ; elle correspond à l’activité 
de l’asparaginase A initiale en fonction de la 
durée de la réaction, la production d’ammo- 
nium étant déterminée à partir du point de 
rencontre de la droite avec l’axe des ordonnées. 
La troisième phase correspond à l’activité de 
l’asparaginase A initiale augmentée de l’activité 
de l’asparaginase A synthétisée. Dans le cas où 
il y aurait uniquement synthèse d ‘asparaginase A, 
cette phase occuperait une position inférieure 
représentée par la droite tracée en pointillés sur 
la figure. Il en résulte qu’il y a également syn- 
thèse d’asparaginase B. La phase intermédiaire 
correspondant à la synthèse des asparaginases, 
se déroule entre les Se et 14e heures de la réaction; 
elle prend fin au même moment que dans l’expé- 
rience précédente, mais commence plus tôt. Ceci 
montre que dans une partie des cellules au moins, 
les étapes de la synthèse sur lesquelles intervient 
le borate, étaient franchies 8 heures après le début 
de la réaction. La synthèse a pu également être 
hatée par l’aération du milieu due à l’agi- 
tation des tubes après addition de la solution 
borique. 

La différence entre les pentes des droites 
représentant les première et troisième phases de 
la réaction (fig. XIX) permet d’évaluer l’activité 
de l’asparaginase A synthétisée; elle est égale à 
trois fois environ l’activité de l’asparaginase A 
initiale, mesurée dans les mêmes conditions de 
pH. D’autre part, la différence entre les pentes 
des deux droites de la figure XVIII permet 
d’évaluer la somme des activités des asparagi- 
nases A et B synthétisées; elle est égale à trois 
fois environ la somme des activités des aspara- 
ginases A et B initiales. Il en résulte que l’activité 
de l’asparaginase B synthétisée est elle-même 
égale à trois fois l’activité de l’asparaginase B 
initiale. La synthèse des asparaginases A et B 
n’affecte donc pas le rapport des activités de ces 
deux enzymes dans le sol. 
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i NIIl 

26 
Influence du pH et de divers éléments 

minéraux sur l’augmentation d’activité 
enzymatique due au nitrate. 

24 Le pH optimum de la synthèse est de 7,9 (fig. XX). 
Au-dessous de cette valeur, la production d’asparaginase 
diminue rapidement; elle est faible à pH 7,0. Au-dessus du pH 
optimum la production d’asparaginase diminue moins 
brutalement; elle a lieu jusqu’aux environs de pH 10,O. 

16 

Fig. XX. -INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN PHOSPHATE, 
SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE EN PRÉSENCE DE 

NITRATE 

8 

3 g de sol FP + 15 cms de solution-tampon-phosphate, de concentration 
variable, contenant du nitrate de potassium à la concentration M/l5 et de 
l’asparagine à la concentration 1,66 %. 21 heures à 49O. Les résultats sont 
rapport& en cm3 d’ammonimn N/25. 

\ 

. 0,lM 
0 0,133M 

Concentration en phosphate i 0 tigM 
+ 0:532M 
n 0,8M 

La synthèse de l’enzyme est sensiblement la même aux concentrations 0,lM et 0,2M en phos- 
phate (fig. XX), puis elle diminue progressivement lorsque la concentration augmente; elle est à peu 
près nulle en présence de phosphate à la concentration 0,8M. Le fluorure a un effet à peine plus 
important que le phosphate (fig. XXI); la suppression presque totale de la synthèse nécessite une 
concentration de 0,SM en fiuorure. L’arséniate est plus actif; a la concentration 0,2M il ne permet 
qu’une synthèse très réduite. Le borate est beaucoup plus énergique que les corps précédents; la 
synthèse n’a plus lieu en présence de borate à la concentration 0,lM. 
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Fig. XXI. - INFLUENCE DU BORATE, DU FLUORURE ET DE L’ARSENIATE, 
SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE EN PRESENCE DE NITRATE 

3 g de sol FP + 15 cm3 de solution-tampon-phosphate (0,2 M), contenant du borate, du fluorure ou de l’arséniate à diffé- 
rentes concentrations, du nitrate de potassium à la concentration M/l5 et de l’asparagine à la concentration 1,66 ‘A. 21 heures 
a 49O. Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 
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Ces résultats montrent que, dans les conditions retenues pour la mesure de l’activité de l’aspa- 
raginase des sols, la synthèse de l’enzyme ne peut avoir lieu, le borate étant présent dans le milieu à une 
concentration bien supérieure à celle qui inhibe la synthèse. 

En ce qui concerne les mesures effectuées en l’absence de borate, lors de la mise en évidence de 
I’asparaginase A, nous avons observé, pour la majorité des sols, que l’arséniate n’affecte pas l’activité 
enzymatique (fig. XI). Or ce corps a un effet dépressif très marqué sur la synthèse, à la concentration 
utilisée dans le milieu. Il ne se produit donc pas de synthèse d’asparaginase dans ces sols, 
lorsqu’ils sont placés dans la solution-tampon-phosphate, vraisemblablement à cause des conditions 
anaérobies de la mesure. Ceci est confirmé par l’allure rectiligne de la deuxième partie de la courbe 
représentant l’activité de l’asparaginase en fonction de la durée de la réaction, dans la solution- 
tampon-phosphate (fig. XVI). Cependant, lors de la mesure de l’activité de l’asparaginase dans la 
solution-tampon-phosphate, une production d’enzyme est possible dans le cas de sols riches en 
nitrate; pour éliminer ce risque il est donc nécessaire d’ajouter au milieu de l’arséniate à une concen- 
tration au moins égale à 0,4M. 

La production d’asparaginase ayant lieu en présence de nitrate pourrait être due à l’activité 
des cellules non proliférantes. En effet, la solution surnageant au-dessus de la terre, à 1”issue de la 
réaction, est limpide. On observe cependant un léger voile en surface; mais celui-ci est également 
présent sur les solutions ne renfermant pas de nitrate, dans lesquelles la synthèse n’a pas lieu. La 
formation du voile n’est donc pas en relation avec la production d’asparaginase. 



deuxième partie 

LOCALISATION DE L’ASPARAGINASE 
DANS LES SOLS 

Nous avons rapporté les considérations qui ont amené l’hypothèse d’une accumulation d’en- 
zymes dans les sols: ce sont, d’une part, l’aptitude des sols à retenir les enzymes et, d’autre part, 
l’inertie plus ou moins marquée de l’activité enzymatique par opposition aux fluctuations de 
l’activité des microorganismes. Deux essais positifs d’élution concernant une fraction non précisée 
d’enzymes du sol ont par ailleurs été signalés. Cet aspect de l’étude des enzymes du sol est particu- 
lièrement important pour la signification des mesures, laquelle est évidemment fonction de la 
situation des enzymes dans le sol. Nous l’avons abordé ici de deux manières. D’une part en 
comparant l’enzyme naturellement présente dans les sols et l’asparaginase de levure adsorbée 
expérimentalement dans ces sols, quant à leur aptitude à être éluées. D’autre part nous avons tenté 
d’obtenir des critères de la localisation de l’enzyme en recherchant l’influence de divers facteurs sur 
l’activité de l’asparaginase du sol, puis nous avons étudié comparativement le comportement de 
I’asparaginase présente dans les cellules de levure. 

IV. - gLUTION DE L’ASPARAGINASE DANS LES SOLS 

Les premiers résultats de cette étude ont été rapportés antérieurement (84). 11 parait cependant 
nécessaire d’apporter des précisions sur l’obtention de l’asparaginase de levure; le mode d’élution 
de l’enzyme dans les sols découle en effet de la technique de purification. Une étude complémentaire 
du déplacement de I’asparaginase adsorbée expérimentalement dans les sols est également rapportée 
ici; elle a permis d’augmenter la proportion d’enzyme éluée. 

Préparation des solutions d’asparaginase de levure. 

W. GRASSMANN et 0. MAYR (42) libèrent l’asparaginase des cellules de levure par liquéfaction 
de la levure fraîche pressée, par action du toluène, puis neutralisation de la suspension par l’ammo- 
niaque, lavage des cellules par centrifugation et ensuite repos de deux jours à pH 8,0 environ des 
cellules remises en suspension dans l’eau. La solution d’asparaginase est séparée par centrifugation. 

Nous avons employé une technique très voisine de celle-ci. Les extraits sont préparés chaque fois 
à partir de 2 kg de levure fraîche de boulangerie réduite en petits fragments, auxquels sont ajoutés 
250 cm3 de toluène. Une fois sortie du réfrigérateur, cette masse de levure se réchauffe trop lentement 
pour permettre une action suffisamment rapide du toluène; il est nécessaire d’amener préalablement 
la levure à 25” par un séjour d’une nuit à l’étuve. La température influe également sur les étapes 
suivantes de la préparation; ainsi à 30” le passage de l’enzyme en solution est plus rapide qu’à 7”. 
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Pour pouvoir fixer la durée de ces étapes successives dans le protocole d’extraction, il est donc néces- 
saire d’opérer à température connue; celle-ci ne doit cependant pas être trop élevée afin d’éviter une 
destruction de I’asparaginase, destruction qui est déjà importante à 30”. Ainsi, les extraits obtenus 
en 24 heures à cette température renferment moins d’enzyme que les extraits obtenus à 25”; de plus 
on observe le jour suivant une diminution de la teneur en enzyme à 30” alors que celle-ci augmente 
encore légèrement à 25”. Cette dernière température a été retenue pour l’ensemble des opérations de 
préparation des extraits de levure. 

Quatre heures après addition de toluène, la levure est mise en suspension dans 1,2 litres d’eau. 
Le pH de la suspension est amené à la valeur 8,5 par addition d’ammoniaque à la concentration 1,5N 
environ. II évolue ensuite vers la neutralité pendant une ou deux heures ce qui nécessite de nouvelles 
additions d’ammoniaque; la quantité totale ajoutée est de 300 à 400 cm3. Deux heures après l’addition 
d’eau, les cellules sont centrifugées puis remises en suspension dans 2 litres d’eau; le pH est éventuelle- 
ment ramené à la valeur 8,5 et la suspension est abandonnée à 25” pendant 2 jours au cours desquels 
e pH s’abaisse jusqu’à la valeur 8,0. L’extrait est séparé des cellules par centrifugation puis conservé 
dans un réfrigérateur. 

La séparation des cellules est d’autant plus aisée que la concentration saline est plus faible; la 
première centrifugation, effectuée après les additions d’ammoniaque, a pour but de réduire laconcen- 
tration saline. Dans la technique préconisée par W. GRASS- et 0. MAYR, l’eau et l’ammoniaque 
ne sont ajoutées qu’après liquéfaction de la masse de levure. Il n’est cependant pas nécessaire que la 
liquéfaction ait lieu; il suffit d’ajouter l’eau un certain temps après l’addition de toluène. Mais le 
délai séparant les deux opérations ne doit pas être trop bref sinon la période pendant laquelle le pH 
évolue vers la neutralité serait prolongée et la quantité d’ammoniaque nécessaire pour amener le pH 
à la valeur 8,5 serait accrue; la séparation ultérieure des cellules par centrifugation serait alors génée. 

La solution d’asparaginase ne peut être utilisée directement pour l’étude de l’élution de l’enzyme 
dans les sols; elle doit être purifiée. Il se produit en effet, en milieu acide, une floculation qui entraîne 
une partie de I’asparaginase et par suite peut interférer avec son adsorption dans les sols acides. 
L’entraînement est d’autant plus important que le pH est plus bas et la concentration saline plus 
élevée. La purification n’a pas été réalisée par adsorption vers pH 5,3 sur kaolin, puis élution vers 
pH 8,0, suivant la méthode employée par W. GRASSMANN et 0. MAYR, laquelle ne permet pas 
d’éliminer la floculation ayant lieu en milieu acide. Nous avons procédé à l’adsorption sur kaolin 
en milieu basique en présence d’une concentration élevée en sulfate d’ammonique; l’élution est 
alors obtenue simplement par abaissement de la concentration saline. 

A 100 cm3 d’extrait brut, sont ajoutés 25 cm3 de solution de sulfate d’ammonium 4M; le pH 
du mélange est amené a la valeur 9,0 par addition d’ammoniaque 1,5N, puis on élimine par ceatri- 
fugation les substances qui ont floculé. Le surnageant est mélangé avec 2,5 g de kaolin délayés dans 
un peu d’eau; la suspension est brassée avec une baguette de verre pendant 15 à 20 minutes puis 
centrifugée. Le culot de kaolin retient l’asparaginase; il est repris à 15 minutes d’intervalle par quatre 
portions successives de 12,5 cm3 d’une solution de sulfate d’ammonium 0,lM et d’acide borique 
0,08M amenée à pH 9,0 avec de l’ammoniaque. Cette opération permet d’éliminer les substances qui 
floculent en milieu acide et ont été en partie retenues par le kaolin. La solution est ajoutée progressi- 
vement dans le but de limiter l’élution de I’asparaginase au cours du lavage. 15 minutes après la 
dernière addition de solution de lavage, le kaolin est séparé par centrifugation puis mis en suspension 
dans 30 cm3 d’eau. L’asparaginase passe alors en solution. Après une heure environ on procède à 
l’élimination du kaolin par une double filtration sous vide sur un même filtre. La solution d’aspara- 
ginase purifiée est conservée dans un réfrigérateur. Son activité diminue plus rapidement que celle de 
l’extrait brut, elle est employée dans les 24 heures qui suivent sa préparation. 

Les résultats des essais de purification rapportés ci-après, sont exprimés en cm3 d’ammonium 
N/25 produits à 49” dans le mélange constitué par 2 cm3 de solution d’asparaginase, 5 cm3 d’eau et 
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10 cm3 de solution-tampon PB3 contenant 2% d’asparagine. Ces mélanges sont effectués dès l’obten- 
tion des différentes solutions d’enzyme dans le but d’éviter une destruction de l’asparaginase en l’ab- 
sence du substrat, pendant le déroulement de l’expérience. Deux séries sont réalisées simultanément; 
l’une est placée dans le compartiment à glace d’un réfrigérateur, c’est la série témoin, l’autre est 
immergée simultanément dans le bain-marie à 49”. Les résultats rapportés correspondent à la diffé- 
rence entre les productions d’ammonium obtenues dans les deux séries. Dans l’étude de l’élution de 
l’enzyme dans les sols, les témoins ont été réalisés également de cette façon, ce qui permet de déduire 
de la mesure, la production d’ammonium ayant lieu à la température ambiante pendant un temps plus 
ou moins long suivant la phase de l’expérience à laquelle correspond la mesure. 

La quantité d’enzyme adsorbée sur le kaolin dans l’extrait brut est accrue par l’élévation de la 
concentration en sulfate d’ammonium, comme l’indiquent les résultats rapportés aux tableaux 23 et 
24. Ces résultats obtenus les uns à pH 9,0 et les autres à pH 7,5 à partir d’un même extrait, montrent 
que l’élévation du pH a permis d’augmenter la proportion d’asparaginase fixée par le kaolin. L’acti- 
vité de I¶asparaginase de l’extrait brut n’est pas la même dans les deux essais ; cela résulte, d’une part, 
de l’inégale durée de la réaction dans les deux cas et, d’autre part, de la destruction d’une fraction de 
l’enzyme dans l’extrait, au réfrigérateur, pendant le délai de six jours qui sépare ces deux essais. 
Un troisième facteur intervient sur l’adsorption de l’enzyme dans l’extrait brut, c’est la quantité de 
kaolin utilisé (tableaux 24 et 25). La proportion d’enzyme perdue lors du lavage du kaolin à pH 9,0 
diminue lorsque la concentration saline de la solution de lavage et la quantité de kaolin augmentent 
(tableau 25). Elle est faible pour une concentration de 0,lM en sulfate d’ammonium, en présence 
de 2,5 g de kaolin. Dans l’essai de purification effectué à pH 7,5, rapporté au tableau 24, on observe 

Volume de solution de sulfate d’ammonium 4M mélangée avec I’ex- 
traitbrut. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 cm8 15 cm3 20 cm3 25 cm3 

Activité mesurée dans l’extrait brut.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14,55 14,55 14,55 14,55 

Surnageant après centrifuga- Activité mesurée.. . . . . . . . . . . . . . . $27 2,31 - 2,03 

tion du kaolin (enzyme non 
adsorbée) Activité rapportée à l’extrait brut . 47,2 % 17,4 % - 1535 % 

Solution de lavage 

Activité mesurée.. . . . . . . . . . . . . . . 2,59 1,Ol 0,82 0,99 

Activité rapportée à l’extrait brut . 89 % 325 % 23 % 334 % 

Activité mesurée dans la ire solu- 
tien.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19,63 24,96 28,06 28,83 

Solution d’asparaginase puri- 
fiée. Activité mesurée dans la 2e solu- 

tion.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,39 1,89 3,44 3,50 

Activité rapportée à l’extrait brut . 31,9 % 46,2 xi 542 % 55,2 % 

Tableau 23. -Purification de I’asparaginase de levure à pH 9,O. Influence de la doncentration salhe dans l’extrait brut. 100 cm3 
d’extrait + 10 cm3 de solution-tampon-acide borique-ammoniaque (0,s M) + differentes quantités de sulfate d’ammonmm 
+ 2 g de kaolin. Les opérations sont ensuite conduites suivant la technique décrite. Toutefois l’enzyme est eluée dans 25 cm3 
d’eau au lieu de 30 cm3 et une elution complementaire est effectuee par filtration à travers le kaolin d’un deuxième volume 
d’eau de 25 cms. La durée de la réaction est de 4 heures à 49’. Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 
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Quantité de kaolin ajoutée à l’extrait brut.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2s g L-5 g 50 8 530 g 

Volume de solution de sulfate d’ammonium 4M mélangée avec l’ex- 
traitbrut................................................. 15 cm3 20 cmü 15 cm3 20 cm3 

Activité mesurée dans l’extrait brut.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18,40 18,40 18,40 18,40 

Surnageant après centrifuga- Activité mesurée.. . . . . . . . . . . . . . . 9,S8 7,33 8,4S 5,17 
tion du kaolin (enzyme non 
adsorbée) 

Activité rapportée à l’extrait brut . 59.1 % 433 % 50,7 % 3099 % 

Solutiou de lavage. 
Activité mesurée.. . . . . . . . . . . . . . . 1,Sl 1,85 3,19 2,09 

Activité rapportée à l’extrait brut . 439 % %O % S,9 % 597 % 

Activité mesurée.. . . . . . . . . . . . . . . 
Solution d’asparaginase puri- 

6,12 8,30 11,07 13,23 

fiée. 
Activité rapportée à l’extrait brut . 16,6 % 2~5 % 31,S % 3620 % 

Tableau 24. - Prrrifcation de I’asparaginase de levure à pH 7,5. Influence de la quantité de kaolin et de la concentration saline 
dans Z-extrait brut. 100 cms d’extrait + 10 cm3 de solution-tampon-acide borique-ammoniaque (0.8 M) + differentes quantités 
de sulfate d’ammonium et de kaolin. Après adsorption de l’enzyme, le kaolin est lavé en une seule fois par 50 cm5 de solution 
de sulfate d’-onium (02 M) et d’acide borique (0,08 M) amenée a pH 8,0 par de l’ammoniaque. L’elution est effectuée 
par 50 cm3 d’eau. La duree de la réaction est de 5 heures à 49’. Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 

Quantité 
de 

kaolin 
ajoutée 
à I’extrai 

brut 

g 
0,625 

1,250 

2,500 

3,;50 

5,aoo 
c< 

XI XI 

t t 

_- _- 

Extrait 
brut 

Surnageant après 
centrifugation du 

kaolin (enzyme non 
adsorbée) 

Activite 
mesurée 

3,46 

2$6 

l$o 

0,;7 

0,:2 
« 

Activité 
rapportée 
à l’extrait 

brut 

Solution de lavage 
Ll ou L2 

Activité 
mesurée 

Ll : 12,14 
L2 : 6,33 
Ll : 5,81 
E : : 2,73 1,27 

L2 : 0,78 
ii : : 0,54 1,31 

Ll : 0,85 
L2 : 0,52 

Activité 
rapportee 
à l’extrait 

brut 

% 
31,5 
16,5 
15,l 
3,3 
7,O 
290 
324 

:i 
113 

Solution d’asparaginase purifiée 

Activite 
mesurée 
dans la 

première 
solution 

3,06 
11,50 
11,45 
16,Sl 
17,64 
19.98 
19796 
21,15 
19,85 
18,64 

- 

_ _ 

- 

Activité 
mesurée 
dans la 

deuxieme 
solution 

0,16 
0,17 
0,46 
1,36 
1,22 
1,40 
1,69 
2,12 
2,91 
3,44 

Activite 
rapportee 
à l’extrait 

brut 

% 
24 
3110 
47,l 
49,2 
54,7 
54,s 
60,7 
59.3 
57,5 

Tableau 25 . - Purification de I’asparaginase de levure à pH 9,0; influence de la quantité de kaolin et de la concentration saline de 
la solution de lavage. 100 cm3 d’extrait + 25 cm3 de solution de sulfate d’ammonium 4 M + differeutes quantités de kaolin. 
Après adsorption de l’enzyme, le kaolin est lavé en une seule fois par 31 cm3 de solution Ll ou L2 de pH 9,0, contenant cha- 
cune de l’acide borique à la concentration 0,08 M et du sulfate d’ammonium, respectivement à la concentration 0,06 M et 0,l M. 
L’elution est effectuee par 3 1 cms d’eau. Une élution complémentaire est réalis6e par filtration à travers le kaolin d’un deuxième 
volume d’eau de 31 cm3. La durée de la reaction est de 5 heures à 49O. Les resultats sont rapportes en cm3 d’ammonhtm N/25. 
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par contre une perte plus élevée avec 5 g de kaolin qu’avec 2,5 g. La quantité d’enzyme éluée n’est 
pas sensiblement augmentée par la filtration d’un deuxième volume d’eau à travers le kaolin (tableaux 
23 et 25). 

La technique de purification précédemment décrite permet d’obtenir, d’après les résultats rap- 
portés au tableau 25, plus de 50 % de l’asparaginase présente dans l’extrait brut. Le comportement de 
l’enzyme n’est pas, cependant, identique dans tous les extraits; il est quelquefois nécessaire d’aug- 
menter les quantités de sulfate d’ammonium et de kaolin pour permettre le passage d’une propor- 
tion importante de l’enzyme dans la solution d’asparaginase purifiée (tableau 26). 

Quantité de kaolin 
ajoutée à l’extrait brut 

8 
2,50 

30/5 
2150 
3,75 
2.50 
3175 
2,50 
3,75 
3,60 

Volume de solution 
le sulfate d’ammoniun 
4 M mélangé avec 

l’extrait brut 

25 cm3 
« 

35 Cm3 i 

25 zrn3 

35 Zm3 
« 
« 

= = 

1 1 

-- -- 

Activité des 
différents extraits 

bruts 

10 17,30 
20 10,30 

« 
« 

3” ii,56 
« 
« 

4O ii,62 

Solution d’asparaginase purifiée 

Activité Activité rapportée 
mesurée à l’extrait brut 

24,41 
4.95 

11;35 
8.97 

13;08 
13,41 
16,16 
16,95 
18,57 
15,78 

SO 
4453 
15,0 
33,2 
27,3 
39,8 
33,4 
40,2 
42,2 
46,3 
42,5 

Tableau 26. - Purijcation de I’asparaginase de divers extraits de levure ir pH 9,0. 
100 cm8 d’extrait + différentes quantités de kaolin et de sulfate d’ammonium. Après adsorption de l’enzyme, le kaolin est 
lavé par quatre additions successives de 16 cm3 de solution de pH 9,0 contenant du sulfate d’ammonium et de l’acide borique 
respectivement à la concentration 0,l M et 0,08 M. L’elution est effectuée par 31 cm3 d’eau. La durée de la maction est de 
5 heures à 49’. Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 

Ces essais de purification montrent que l’enzyme adsorbée sur le kaolin, en milieu basique, en 
présence d’une concentration saline suffisante, peut être éluée par abaissement de la concentration 
saline. C’est cette propriété de l’asparaginase qui a été utilisée pour éluer l’enzyme dans les sols. 

Recherche des conditions d’élution dans les sols. Comportement respectif 
de l’asparaginase de levure et de l’asparaginase du sol. 

La solution d’asparaginase de levure est filtrée sous vide, à travers le sol placé sur entonnoir de 
Buchner; le filtrat est remis deux ou trois fois sur le sol afin que celui-ci s’humecte entièrement; le 
sol est ensuite essoré par action du vide. Pour tous les sols employés la totalité de l’asparaginase 
contenue dans les solutions utilisées était alors adsorbée. L’adsorption est réalisée sur deux échantil- 
lons du même sol dont l’un est soumis à la mesure de l’activité enzymatique et l’autre aux opérations 
d’élution. Deux témoins correspondants sont effectués simultanément dans les mêmes conditions 
avec une solution d’asparaginase dans laquelle l’enzyme a été détruite par la chaleur. Lors de la 
recherche des conditions optimales d’élution, les mesures de l’activité enzymatique ont été effectuées 
uniquement sur les solutions d’extraction provenant de sols enrichis en asparaginase de levure. 

La nature du cation contenu dans la solution éluante n’a pas une grande influence sur l’élution 
de l’asparaginase, comme le montrent les résultats rapportés au tableau 27. Il est donc possible de 
remplacer par le sodium ou le potassium, l’ammonium qui donne des chiffres trop élevés à la distilla- 
tion et avait été précédemment utilisé. La préparation des solutions éluantes a été effectuée à partir 
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Ion potassium Ion ammonium Ion sodium 

Concen- 
tration 

de 
l’acide 
borique 

T 

Deuxième 
élution 
par la 

solution 
d’aspa- 
ragine 

Activité 
totale 
éluée 

Premiere 
Clution 
par la 

solution 
borique 

Deuxième 
elution 
par la 

solution 
d’aspa- 
ragine 

Activité 
totale 
éluée 

Première 
élution 
par la 

solution 
borique 

Denxiéme 
élution 
par la 

solution 
d’aspa- 
ragine 

Activité 
totale 
éluée 

0,30 1,22 1,14 0,40 1,54 0,94 0,26 1,20 
0,37 1,49 1,47 0,39 1,8& O,S8 0,30 1,18 
0,41 1,23 1,22 0,20 1.42 0,68 0,30 0,98 
0,41 0,98 0,88 0,22 1,OS 0,53 0,28 0,81 
0,59 0,94 0,40 0,51 0,91 0,45 0,54 0,99 

Première 
élution 
par la 

solution 
borique 

0,08M 0,92 
0,16M 1,12 
0,26M 0,82 
0,40M 0,57 
0,80M 0,35 

-, 
Tableau 27. - Influence du cation présent dans la solution éhante, sur l’élution de I’asparagi~rase. 12,5 g de sol ctR1 sont essorés 
après filtration de 25 cm3 de solution d’asparaginase puriEée. 25 cm3 de solution de pH 8,2, contenant de l’asparagine à la 
concentration 2 %, de l’acide borique zi différentes concentrations et une base (soude, potasse ou ammoniaque), sont ensuite 
filtrés à travers le sol: puis 25 cm3 de solution d’asparagine à 2 % sont filtrés à travers le sol. 10 cm3 de filtrat sont mélangés 
avec 5 cm3 de solution-tampon 2PB3 contenant 2 % d’asparagine. La durée de la réaction est de 5 heures à 49”. Les résultats 
sont rapportes en cm3 d’ammonium N/25. 

des solutions-tampon BlNa, B2Na et B3Na qui contiennent de la soude à la concentration 0,2N 
et de l’acide borique aux concentrations respectives de 0,8M, 0,4M et 0,26M; les pH de ces solutions 
sont les suivants : 8,2,9,4 et 9,9. Quelques solutions hantes ont été préparées à partir des solutions- 
tampon BlK, B2K et B3K qui renferment les mêmes concentrations d’acide borique et de base que 
les précédentes, mais dans lesquelles la soude est remplacée par de la potasse. Les mesures ont été 
effectuées en présence de tampon 2PB3 dont la composition est la même que celle du tampon PB3 
mais dont la concentration est deux fois plus élevée. 

1. Élution par mise eu suspension du sol dans la solution hante 

Les résultats rapportés au tableau 28 traduisent un comportement de l’enzyme de levure dans le 
sol, analogue à celui qui a été observé avec le kaolin. En effet, l’élution de l’asparaginase fixée par le 
sol se produit également en milieu basique et pour un même pH elle est d’autant plus importante que 

YY 

I 

7 
Il Proportion de la solution-tampon dans la solution éluante 

Désignation de la 
solution-tampon 

10 % 

729 
3,96 

890 
5,22 

25 % 50% 75 % 100 % 

890 851 871 61 
4.76 1,36 0,65 0,39 

893 876 875 839 
6,99 4,76 2,65 1,30 

8,4 8,7 829 9,05 
7,75 5,37 3,15 1,56 

BlNa pH de la suspension. . . . . . . . . . . . 
activité de l’asparaginase éluée. . . . 

B2Na pH de la suspension. . . . . . . . . . . . 
activité de I’asparaginase éluée . . . . 

B3Na pH de la suspension. . . . . . . . . . . . 
activité de l’asparaginase éluée . . . . 

- 
Tableau 28. -Influence du pH et de la concentration saline, dans la suspension de sol, sur l’élution de I’asparaginase. 12,5 g de sol 
crJA sont éssorés après filtration de 25 cm3 de solution d’asparaginase purifiee, puis mélangés avec 25 cm3 de solution éluante 
contenant de I’asparagine à la concentration 2 % et différentes proportions d’une solution-tampon borique: BlNa, B2Na ou 
B3Na. Après 1 heure de contact le pH de la suspension de sol est mesuré, puis la solution est séparée par filtration sur enton- 
noir de Buchner, 10 cm3 de filtrat sont melangés avec 5 cm3 de solution-tampon 2PB3, contenant 2 % d’asparagine. La duree 
de la réaction est de 5 heures a 49”. Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 
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la concentration saline est plus faible. L’examen du tableau 29 montre que la quantité d’enzyme éluée 
après une heure de contact n’est pas beaucoup plus importante que celle qui est éluée après 20 minutes. 
L’élution est donc rapide. Au-delà de 1 heure la quantité d’enzyme éluée diminue. L’élution ne 
nécessite pas la présence du substrat; cependant ce dernier a une influence favorable qui doit résider 
dans son effet protecteur de l’enzyme. 

Durée de contact dans la solution Eluante 

20 mn 

avec asparagme . . . . . . . . . . 1,45 
sans asparagine . . . . . . . . . . 1,Ol 

avec asparagine . . . . . . . . . . 6,55 
sans asparagine . . . . . . . . . . 5,80 

Tableau 29. - In&vce de la présence d’asparagine et de la durée de contact du sol dans la SO~U- 
tion éluante, sur l’élution de I’asparaginase. 12,5 g de sol ct.IA et ctPR sont essorés après filtration 
de 25 cm5 de solution d’asparaginase purifiée, puis melanges avec 25 cm3 de solution éluante 
contenant soit 40 ‘A de tampon B3Na et 2 ‘A d’asparagine, soit seulement 40 3 de tampon. 
Après différents temps de contact la solution est séparee par filtration sur entonnoir de Buchner. 
10 cm3 de filtrat sont mélangés avec 5 cm3 de solution-tampon 2PB3, contenant 2 y0 d’aspara- 
sine. 200 mg d’asparagine sont en outre ajoutés dans le cas où la solution éluante ne renferme 
pas de substrat. La durée de la iéaction est de 5 heures à 49O. Les résultats sont exprimés en cm3 
d’ammonium N/25. 

2. Élution par filtration de la solution hante à travers le sol 

En procédant d’abord à l’élévation du pH puis à l’abaissement de la concentration saline, le 
sol étant mis successivement en contact avec deux solutions, comme cela est réalisé dans l’expérience 
rapportée au tableau 27, l’élution est plus importante. Ainsi l’activité de l’asparaginase éluée par 
contact du sol pendant une heure dans la solution éluante correspondait au maximum à 7,75 cm3 
d’ammonium N/25 (tableau 28); par contre l’activité de l’asparaginase éluée dans la même expérience, 
par filtration à travers le sol d’une solution contenant 30 % de tampon B3Na et 2 % d’asparagine, 
puis d’une solution d’asparagine à 2 %, était au total de 9,67 cm3. Le sol est ici maintenu sur enton- 
noir de Buchner pendant l’ensemble des opérations d’adsorption et d’élution; la dispersion des 
colloïdes est ainsi très limitée et ne gène pas la filtration, contrairement à ce qui a lieu lorsque le sol 
est mis en suspension dans la solution éluante. En effectuant plusieurs filtrations successives avec la 
même solution borique, le filtrat étant remis sur le sol, la quantité d’asparaginase éluée est sensible- 
ment égale à celle qui est éluée par une seule filtration; l’élution de l’enzyme n’est donc pas 
limitée par la rapidité de la filtration sous vide. 

De même que pour l’élution par mise en suspension du sol dans la solution éluante, la quantité 
d’asparaginase éluée par filtration de la solution borique à travers le sol, dépend du pH et de la con- 
centration saline de cette solution (tableau 30, première élution par la solution borique). Cependant 
la filtration ultérieure de la solution d’asparagine à 2 % permet d’éliminer l’effet défavorable de la 
concentration saline de la solution filtrée en premier lieu. L’élution la plus importante est obtenue 
par filtration d’une première solution contenant 30 % de tampon B3Na et 2 % d’asparagine, puis de 
la solution d’asparagine à 2 %. 

Une quantité complémentaire d’asparaginase peut être éluée en effectuant une deuxième fois 
les opérations d’élution. Cette quantité est légèrement plus importante lorsque le cation de la deu- 
xième solution borique est différent du cation présent dans la première solution (tableau 31). 
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Propor- 
tion de 

solution- 
tampon 
dans la 
solution 
borique 

Solution-tampon BlNa 

Premiere 
Elution 
par la 

solution 
borique 0’ .‘O 

10 5.14 
30 4.67 

l 
50 3,07 

170 
2,Ol 
1,50 

Deuxième 
élution 
par la Activité 

solution totale 
d’aspa- Bluée 
rapine 

1,89 7,03 4,93 - 
2,27 6,94 6,98 2.36 
3,56 6,63 650 2,40 
483 684 4,40 4,36 
6,76 8,26 4,Ol 4,93 

T Solution-tampon B2Na 
T 

Première 
élution 
par la 

solution 
borique 

Deuxième 
elution 
par la 

solution 
d’aspa- 
ragine 

Activite 
totale 
éluée 

934 
8190 
8,76 
8,94 

= 
I Solution-tampon B3Na 

Première Deuxiéme 
elution elution 

par la Activité 
par la totale 

solution solution 
d’aspa- éluée 

borique ragine 

l Y--- 

Tableau 30. - Injluence du pH et de la concentration saline de la solution borique sur l’élution de l’asparaginase. 12.5 g de sol ccJA 
sont essorés après filtration de 20 cms de solution d’asparaginase purifiée. 25 cm3 de solution contenant 2 ‘A d’asparagine et 
diverses proportions d’une solution-tampon borique BINa, B2Na ou B3Na, sont ensuite filtres à travers le sol; puis 2.5 cms 
de solution d’asparagine à 2 % sont également filtrés à travers le sol. 10 cm3 de filtrat sont melanges avec 5 cm3 de solution- 
tampon 2PB3 contenant 2 % d’asparagine. La durée de la reaction est de 5 heures à 49O. Les résultats sont exprimés en cm3 
d’ammonimn N/25. 

Première Blution Troisième élution 
par une solution ‘roportion desolution- par une solution Deuxième elution contenant 3. 5. Quatrième Blution 

tampon B3Na ou B3K contenant 30 ‘A de par une solution 
dans la troisième ta;?2 :3$ ou d’aspyy a 75 ou 100 2 de’ par une solution Activité éluée 

solution tampon B3Na ou 
d’asparag& 

0 B3K et 2 % de 
d’aspyp à 

0 
asparagine 

la première et la troisième solution sont sodiques 

30 4,54 1,47 0,71 0,54 7.26 
50 « « 0,61 0,59 7,21 

100 « « « « 0,59 0,61 0,88 0,78 7,38 7,50 

la premikre solution est sadique et la troisiéme solution est potassique 

30 4,54 1,47 1,15 0,53 7,69 
50 « « 1,12 0,68 7,81 

1: « « « « 0,99 1,02 0,83 1,04 7,86 8,04 

la première et la troisième solution sont potassiques 

50 4,36 « 1,09 « 0,64 0,71 0,55 0,65 6,64 6,81 
100 « « « « 0,70 0,75 

0,70 0,87 
7,02 6,90 

la première solution est potassique et la troisième solution est sodique 

30 4,36 1,09 0,89 0,65 6,99 
50 « « 0,85 0764 6,94 

100 « « « « 0,88 0,82 0,83 0,96 7,15 7,24 
.~ 

Tableau 3 1. _. - RépEtition des- op@ations d’Plution. Infi-nce de la concentra$fn saline de la deuxi<nze solut~~~~ borique et L Ill 
cation qu‘elle contient. 12,5 g de sol aJA sont essorés après filtration de 20 cm3 de solution d’asparaginase puritiée, puis quatre 
solutions sont filtrees successivement à travers le sol, à raison de 25 cm3 de chaque solution. La première et la troisieme solution 
renferment un tampon borique et de I’asparagine à la concentration 2 %, la deuxième et la quatrième solution renferment 
uniquement de I’asparagme à la concentration 2 7. 10 cm3 de filtrat sont mélangés avec 5 cm3 de solution-tampon 2PB3 
contenant 2 % d’asparagine. La duree de la reaction est de 5 heures à 49 O. Les résultats sont exprimes en cm3 d’armno- 
nium N/25. 
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La quantité totale la plus importante d’asparaginase éluée est obtenue par filtrations successives des 
quatre solutions suivantes: solution contenant 30 % de tampon B3Na et 2 % d’asparagine, solution 
d’asparagine à 2 %, solution-tampon B3K contenant 2 % d’asparagine et solution d’asparagine à 
2 %. 

Bien qu’une concentration saline élevée en milieu basique, soit un facteur défavorable à l’élution 
de l’enzyme, elle provoque une augmentation de l’activité de l’asparaginase de levure qui demeure 
fixée par le sol. En effet la filtration d’une solution contenant 50, 75 ou 100 % de tampon BlNa à 
travers le sol crMA enrichi en asparaginase de levure, provoque une augmentation de l’activité enzy- 
matique du sol (tableau 32). Ceci traduit un mode de fixation de l’asparaginase de levure en milieu 
basique, différent de celui qui a lieu au pH du sol, dont la valeur est 4,6. La somme des activités de 
l’asparaginase éluée et de l’asparaginase qui reste fixée par le sol, est à peu près la même pour les 
différentes solutions utilisées, bien que le rapport de ces activités varie. L’asparaginase éluée et 
celle qui demeure fixée ont donc sensiblement la même aptitude à réagir avec le substrat. 

Sol 

ctMA 
solution dluante. . . . 
sol aprés élution. . . . 
somme des activités. 

solution éluante . . . . 
sol aprks élution.. . . 
somme des activités. 

Proportion de solution-tampon BlNa dans la solution éluante. 

10 % 25 % 50 % 75 % 100 % 

2,87 2,55 1,37 0,85 0,52 
2,98 3,14 4,19 4,53 4,58 
5,85 5,69 5,56 5,38 5,lO 

4,24 4,59 2,32 1,70 1,19 
7,21 6,65 8,77 9,35 10,31 

11,45 11,24 11,09 11,05 11,50 

Sol avant élution 

3,85 

10,47 

Tableau 32. - Modification de I’activitk de I’asparaginase qui demeure adsorbée aprh fZtration de la solution Gante. 12,5 g 
de sol ctMA et ctJA sont essorés après filtration de 20 cm3 de solution d’asparaginase purifiée, puis 25 cm3 de solution Gluante 
contenant 2 % d’asparagine et différentes proportions de tampon BINa sont filtres à travers le sol. 10 cm3 de filtrat sont 
mélangés avec 5 cm8 de solution-tampon 2PB3 contenant 2 ‘A d’asparagine. Les Echantillons de terre humide essorés après 
filtration de la solution borique sont ajoutés en quantité correspondant ii 5 g de sol sec à 15 cm8 de solution contenant 5 cms 
de solution-tampon 2PB3 et 2 % d’asparagine. La duree de la réaction est de 5 heures a 49O. Les resultats sont exprimés en cm3 
d’ammonium N/25. 

La production moyenne d’ammonium par ces deux fractions, après déduction de l’activité 
enzymatique préexistant dans le sol, est de 4,53 cm3 d’ammonium N/25 pour le sol crMA.et de 
9,78 cm3 pour le sol CXJA. Par contre les activités mesurées avant l’élution correspondaient respec- 
tivement à 2,86 et 9,08 cm3 d’ammonium N/25. La diminution d’activité de l’enzyme, résultant 
de son adsorption dans le sol, est donc de 37 % pour le sol uMA et de 0,7 % pour le sol aJA. Ce 
comportement différent de l’enzyme dans les deux sols dont le pH est voisin (pH 4,6 et 5,6), peut 
traduire une influence de la nature des colloïdes sur le mode d’adsorption de l’asparaginase de levure. 
La proportion d’enzyme éluée ne peut donc être évaluée par rapport à l’activité mesurée avant l’élu- 
tion, mais par rapport à l’activité totale des deux fractions éluée et non éluée. L’activité de l’aspara- 
ginase purifiée ajoutée à chacun des deux sols correspondait à 18,79 cm3 d’ammonium N/25; une 
proportion importante de l’enzyme de levure a donc été inactivée au cours des opérations. Cette 
proportion déterminée par rapport à l’activité totale des deux fractions éluée et non éluée, est de 
75 % pour le sol aMA et de 48 % pour le sol CCJA. 

Lorsque les solutions boriques éluantes ont été en contact pendant 2 heures avec les sol %MA et 
crPR, en présence ou non d’asparagine puis mélangées avec l’asparaginase de levure et le milieu 
employé pour la mesure, l’activité de l’asparaginase de levure n’était pas modifiée. Ces solutions 
interviennent donc uniquement par leur action éluante sur l’asparaginase fixée par les sols. 
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Au tableau 33 sont rapportés les résultats des opérations d’élution effectuées sur cinq sols 
enrichis ou non en asparaginase de levure. L’élution de l’enzyme de levure est plus ou moins impor- 
tante suivant les sols; elle peut atteindre 95 % de la fraction qui demeure active après adsorption et 
n’est pas inférieure à 63 % de celle-ci. La méthode d’élution est donc efficace; malgré cela I’asparagi- 
nase naturellement présente dans le sol n’a pu être éluée même en très faible proportion. De plus on 
n’a pas observé, après filtration des solutions éluantes à travers le sol, de modification appréciable 
de l’activité de l’asparaginase du sol; L’asparaginase adsorbée expérimentalement se différencie donc 
très nettement de l’asparaginase naturellement présente dans les sols. Ceci permet de conclure que, 
dans les conditions naturelles, le sol ne renferme pas d’asparaginase adsorbée, tout au moins en quan- 
tité mesurable. 

SOLS 

Mesures effectuées sur le sol non traité. . . . . . . . . . . . 

- 

Traitement T. ..... 
Traitement A. ..... 

~%?sol?ectuéesI /TraitementT....... 
Traitement A. . . . . . 
Différence : 
A-T=(D) 

, 
~~~~so~$~~sees 

Traitement T. ................ 
Traitement A. ................ 

éluantes Activité de l’enzyme éluée rap- 
portéeà5gdesol(E). ......... 

Proportion d’enzyme éluée : 
(E) x 100 
(E) + @) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

- 

aMA UJA 
- 

0,91 1,37 
- 

0,Sl 1,39 
2,28 9,74 

- 

0,99 1,27 
2,27 3,30 

1,28 2,03 

0,Ol 0,oo 
0,55 2,35 

2,20 9,40 
.- 

63,2 % 8x? % 

2,59 

2,33 
6,07 

2.22 
2,97 

0.75 

084 
1,67 

6,6S 

90.0 % 

_- 

-- 

- 

crR1 CYFP 

0,95 3,93 

0,77 
5,74 

3,75 
5,70 

0,77 
3,19 

2,42 
-- 

0,04 
1,35 

5,40 

4,12 
4.52 

0,40 

0,05 
2,16 

8364 
-- 

69,l % 9%6 % 

--- 

Tableau 33. Elution de I’asparaginase dans dif2rents sols. 12,5 g de sol sont essorés après filtration de 20 cm3 de solution 
d’asparaginase purifiée (série A) ou de 20 cm3 de solution d’asparaginase dans laquelle l’enzyme a été détruite par la chaleur 
(série T). Quatre solutions sont ensuite filtrées successivement à travers le sol, A. raison de 25 cm3 de chacune d’elles. La première 
solution contient 30 ‘A de tampon B3Na et 2 ‘A d’asparagine; la deuxième et la quatriéme solution renferment seulement 
de l’asparagine à la concentration 2 %; la troisième solution est Constitu&e par le tampon B3K contenant 2 % d’asparagine. 
Les quatre filtrats provenant d’un mEme Cchantillon de sol sont mélangés; 10 cn? demélange sont ajoutés à 5 cm8 de solution- 
tampon 2PB3 contenant 2 % d’asparagine. Les échantillons de terre essorés après adsorption et après élution, sont ajout& 
en quantité correspondant a 5 g de sol sec, à 15 cm3 de solution contenant 5 cm3 de solution-tampon 2PB3 et 2 % d’asparagine. 
La durée de la rtiaction est de 5 heures a 49’. Les résultats sont exprimés en cm3 d’ammonium N/25. 

Les opérations d’élution ont lieu généralement quelques minutes après adsorption. L’élution 
a également été effectuée comparativement 30 minutes, 1 heure et 2 heures après l’adsorption (ta- 
bleau 34). Les résultats obtenus montrent que l’extraction de l’asparaginase est d’autant moins im- 
portante que les opérations d’élution ont été effectuées plus longtemps après l’adsorption; mais il se 
produit simultanément une inactivation de plus en plus importante de l’enzyme adsorbée. La propor- 
tion éluée déterminée par rapport à l’asparaginase qui demeure active est, respectivement de SS,2 %, 
8 1 ,O %, 76,5 % et 71,s % pour les élutions effectuées immédiatement ou bien 30 minutes, 1 heure ou 
2 heures après I’adsorption. 
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- 

Activité du sol avant 
élution. . . . . . . . . . . 

Activité du sol après 
élution. . . . . . . . . . . 

Somme des activités 
éluées . . . . . . . . . . . . 

Proportion d’en- 
zyme éluée.. . . . . . . 

Trai- 
tement 

A 
diEérence 

Â 
différence 

A 882 % 8190 % 

.- 

_- 

Temps qui sépare l’adsorption de l’élution 11 
0 

1,43 1,35 
10,ll 9,41 
8,68 8,06 

1,35 
2,83 
1,48 

3,42 
2,07 

0,08 
10,98 

30 mn 

SF0 

Ih Ih 

1,28 1,28 
8,39 8,39 
7,ll 7,ll 

350 350 
2,15 2,15 

- - 
7,00 7,00 

2h 2h 

1,30 1,30 
8,21 8,21 
6,91 6,91 

354 354 
2,59 2,59 

638 638 

763 % 763 % 71,s % 71,s % 
.~ .~ 

Tableau 34. - Influence du temps qui s’koule entre I’adsorption et I’&tion, SUI la pro- 
portion d’enzynte éluée. 12,5 g de sol ctJA sont essorés après filtration de 20 cm3 de 
solution d’asparaginase purifiée (série A) ou de 20 cm3 de solution d’asparaginase 
dans laquelle l’enzyme a été detruite par la chaleur (série T). Puis, soit immédiatement 
soit aprés un temps plus ou moins long, quatre solutions sont filtrées successivement 
à travers le sol, à raison de 25 cm3 de chacune d’elles. La première solution contient 
30 % de tampon B3Na et 2 % d’asparagine; la deuxième et la quatriéme solution 
renferment seulement de l’asparagine à la concentration 2 ‘A; la troisième solution est 
constituée par le tampon B3K contenant 2 % d’asparagine. Les filtrats correspondant 
à un même traitement sont mélangés; 10 cm3 de melange sont ajoutes a 5 cm3 de solution- 
tampon 2PB3 contenant 2 % d’asparagine. Les échantillons de terre humide, essorés 
avant ou aprés elution, sont ajoutés en quantité correspondant a 5 g de sol sec, à 15 cms 
de solution contenant 5 cm3 de sdlution-tampon 2PB3 et 2 % d’asparagine. La durCe de 
la reaction est de 5 heures a 49’. Les resultats sont rapportés en cma d’ammonium N/25. 

L’étude de l’adsorption et de l’élution de l’asparaginase de levure dans les sols a été effectuée 
avec des extraits purifiés, dans le but d’éviter l’interférence des substances qui floculent en milieu 
acide et entraînent l’enzyme. On peut cependant formuler l’objection suivant laquelle, dans les condi- 
tions naturelles, ces substances augmentent la stabilité de l’asparaginase libérée dans le sol après la 
mort des cellules et s’opposent à son élution. Pour vérifier l’intervention éventuelle de ce facteur, 
l’extrait brut a été ajouté en proportion élevée aux sols crPR et aFP: 25 cm3 d’extrait pour 50 g de sol. 
Le mélange a été ensuite séché rapidement sous ventilateur puis mis en contact pendant une heure 
avec la solution éluante contenant 40 % de tampon B3Na et 2 ‘A d’asparagine. L’activité de l’aspa- 
raginase de levure dans l’extrait utilisé correspondait à 18,75 cm3 d’ammonium N/25. Après addition 
aux sols puis séchage du mélange, l’enzyme de levure produisait respectivement 0,82 et 1,90 cm3 
d’ammonium N/25 dans les sols aPR et aFP. Une fraction de l’enzyme ajoutée au sol a donc résisté 
à la dessication. Mais lors du contact ultérieur du sol séché avec la solution éluante, une quantité 
assez importante d’enzyme de levure est passée en solution. L’asparaginase éluée produisait respec- 
tivement 0,91 et 3,0 cm3 d’ammonium N/25 pour les sols aPR et crFP. La stabilité de l’enzyme dans 
le sol n’est donc pas un obstacle à son élution. 11 en résulte que l’asparaginase naturellement présente 
dans les sols, qui est stable à la dessication et ne peut être extraite dans les mêmes conditions, ne se 
trouve pas sous forme adsorbée. La conclusion précédente est ainsi confirmée. 
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v. - ÉT~E COIVIPA~~JZE DE DIVERS FACTEURS 
SUR L'AsPARAGlNAsE DES SOLS 

ET L'ASPARAGINASE DES CELLULES DE LEVURE 

L’impossibilité d’éluer l’asparaginase naturellement présente dans les sols est en accord avec 
l’hypothèse de sa localisation dans les cellules des microorganismes. Nous avons recherché ici d’autres 
propriétés de l’asparaginase du sol susceptibles de découler de cette situation de l’enzyme. Pour étayer 
les conclusions de cette étude, nous avons, en outre, confronté le comportement de l’asparaginase 
du sol et celui de l’asparaginase présente dans les cellules de levure. 

Asparaginase des sols. 

1.. - Influence de traitements du sol 
par la chaleur sur l’activité de l’asparaginase 

Le chauffage du sol en suspension dans l’eau, préalablement a la mesure de l’activité de l’aspa- 
raginase, provoque une diminution de l’activité de l’enzyme, diminution d’autant plus importante 
que la température du traitement préalable est plus élevée (fig. XXII/A). En présence de tampon le 
traitement thermique a sensiblement le même effet (fig. XXII/C et XXIII); son influence ne dépend 
donc pas du pH. L’effet du traitement n’est pas proportionnel à sa durée: l’abaissement d’activité 
de l’asparaginase dû aux 30 premières minutes est bien supérieur à celui qui résulte d’une prolonga- 
tion du traitement pendant 1 heure 30 minutes (fig. XXIV). L’effet du traitement thermique est atté- 
nué par la présence d’asparagine ou d’arséniate (fig. XXII/B, XXII/D et XXII/E). 

A la figure XXV sont rapportés les résultats de traitements effectués sur plusieurs sols et dans une 
plus large zone de températures. L’effet protecteur du substrat et de I’arséniate se retrouve pour tous 
les sols étudiés; il se traduit d’abord par la présence d’un palier entre 30” et 45”, puis au-delà de 45” 
par une perte d’activité nettement inférieure à celle qui résulte du traitement dans l’eau ou le tampon 
PB3 aux mêmes températures. 

D’après S. SPIEGELMANN (88), la stabilité des enzymes dans les cellules, en relation avec la pré- 
sence du substrat, pourrait être attribuée aux interactions compétitives entre systèmes formateurs 
d’enzymes. L’auteur rapporte que des interactions ont été mises en évidence dans les cellules de levure 
où, en l’absence d’azote exogène, la synthèse de galactozymase s’accompagne d’une diminution 
de la teneur des cellules en glucozymase. Par contre, en présence d’azote exogène, la formation de 
galactozymase ne provoque pas de diminution de la teneur en glucozymase. Ceci montre que l’inter- 
action réside dans une compétition pour un composé azoté. Inversement en l’absence de galactose 
la galactozymase disparaît progressivement lorsque les cellules fermentent le glucose. L’addition 
d’azide de sodium empêche toute disparition ultérieure de galactozymase. L’azide dissocierait la 
production d’énergie de son utilisation pour les synthèses. L’action protectrice du substrat et de 
l’azide de sodium peut être rapprochée de celle qui est observée dans les sols en présence d’aspara- 
gine et d’arséniate. Cette analogie permet de présumer que l’asparaginase du sol est localisée dans des 
cellules actives capables de synthèses. L’influence de l’azide de sodium sur la stabilité de l’asparagi- 
nase du sol n’a pu être déterminée, ce corps ayant un effet dépressif sur l’activité de l’enzyme (fig. 
XXVI). 

A 55” et 60” l’effet protecteur du substrat est généralement plus grand que celui de l’arséniate 
(fig. XXV). Entre 30” et 45” le palier dû a la présence de substrat se situe au-dessous de celui qui 
correspond à l’arséniate; le décalage résulte de ce que l’activité enzymatique n’est pas identique 
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dans les milieux renfermant les tampons PB3 et PBAs2. L’activité de l’asparaginase est sensiblement 
la même avec ou sans arséniate (fig. XXVII). Il n’y a donc pas addition des effets protecteurs de 
l’arséniate et du substrat, ce qui semble indiquer, en accord avec l’hypothèse précédente, que 
l’arséniate et le substrat interviennent sur la même cause d’instabilité. 
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Fig. XXII. - ACTIVITE DE L’ASPARAGINASE, 
MESUREE APRÈS TRAITEMENT DU SOL A DIFFÉRENTES TEMPERATURES, 

EN PRESENCE OU ABSENCE DE SUBSTRAT 

3 g de sol FP + 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PB ou PBAs et 
1,66 % d’asparagine; 21 heures à 49’. 

. Traitement préalable de 30 minutes i W$ 
- - - - 

+- --- à 60° 
o Témoin (sans traitement préalable). 

A) Traitement préalable effectué sur 3 g de sol, dans 5 cm3 d’eau; 10 cme de solution-tampon PBl a PB6, contenant 2,5 % 
d’asparagine, sont ajoutés pour la mesure. 

B) Traitement préalable effectué sur 3 g de sol, dans 5 cm3 de solution d’asparagine à 2 %; 10 cme de solution-tampon PBI 
à PB6, contenant 1,5 % d’asparagine, sont ajoutés pour la mesure. 

C) Traitement préalable effectué sur 3 g de sol, dans 10 cms de solution-tampon PBl a PB6; 5 cm3 de solution d’asparagine 
à 5 % (sursaturée), sont ajoutés pour la mesure. 

D) Traitement préalable effectué sur 3 g de sol, dans 10 cm3 de solution-tampon PBAs/al à PBAs/a6 (concentration en arsé- 
niate : 0,s M); 5 cm3 de solution d’asparagine à 5 % (sursaturée), sont ajoutés pour la mesure. 

E) Traitement préalable effectué sur 3 g de sol, dans 10 cm3 de solution-tampon PBAsl à PBAs6 (concentration en arséniate : 
M) ; 5 cm3 de solution d’asparagine à 5 % (sursaturée), sont ajoutés pour la mesure. 

Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 
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Fig. XXIII. - ACTIVITÉ DE L’ASPA- 
RAGINASE MESUREE APRES TRAITE- 
MENT DU SOL A 49’. DANS L’EAU OU 
UN TAMPON PB, EI+ L’ABSENCE DU 
SUBSTRAT 

3 g du sol FM, FV ou 5 g de sol PR, FT, 
+ 15 cm” de solution contenant 10 cms de 
solution-tampon PBl à PB6 et 1,66 % d’aspa- 
ragine; 21 heures à 49O. 

0 Traitement préalable effectué sur 3 g ou 
5 g de sol, dans 5 cm3 d’eau: 10 cm3 de solu- 
tion-tampon PBl à PB6, contenant 2,5 % 
d’asparagine sont ajout6s pour la mesure. 

o Traitement prealable effectué sur 3 g ou 
5 P de sol. dans 10 cma de solution-tamuon 
PBl à PB6; 5 cm3 de solution d’asparagine à 
5 % (sursaturée), sont ajout& pour la mesure. 

, pH 
6 7 a 9 10 11 

NH 

a 

+ Témoin (sans traitement prkalable). 

Les résultats sont rapportes en cm3 d’am- 
monium N/25. 

Fig. XXIV. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE, 
MESURÉE APRÈS TRAITEMENT DU SOL A 40* OU 50” ? \ 
EN L’ABSENCE DE SUBSTRAT. 
INFLUENCE DE LA DURÉE DU TRAITEMENT 

6 

i, 

“\, 40” 
-. 

k 
5 g de sol SFP + 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de solution- 4 

tampon PB3 et 1,66 % d’asparagine; 21 heures à 49’. 
Le sol est préalablement maintenu dans 10 cm3 de solution-tampon 

PB3 pendant 1/2 h, 1 h ou 2 heures a 40’ ou 50’; 5 cm3 de solution 
d’asparagine à 5 % (sursaturée) sont ajoutés pour la mesure. 

2 

Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 

“\ .<. 

L-H- durée du traite- 
1/2h lh 2h mrt préa1ab1e 
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Fig. XXV. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE, MESURÉE APRÈS TRAITEMENT DU SOL 

A DIFFÉRENTES TEMPÉRATURES, EN PRÉSENCE OU ABSENCE DE SUBSTRAT 
3 g de sol FP, FM ou FV, ou 5 g de sol PR, FT ou JA + 15 cm8 de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PB3 ou PBAs2 et 1,66 % d’aspa- 

ragine; 21 heures à 49O. Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonlum N/25. 
0 Traitement préalable effectué sur 3 g ou 5 g de sol, dans 5 cm3 d’eau; 10 cm3 de solution-tampon PB3 

contenant 2,5 % d’asparagine, sont ajoutés pour la mesure. 
NH4 

o Traitement préalable effectué sur 3 g ou 5 g de sol, dans 5 cm3 de solution d’asparagine à 2 %; 10 cm3 de 
solution-tampon PB3 contenant 1,5 ‘A d’asparagine, sont ajoutas pour la mesure. 

a x Traitement préalable effectué sur 3 g ou 5 g de sol, dans 10 cm3 de solution-tampon PB3; 5 cm3 de 
solution d’asparagine à 5 % (sursaturEe), sont ajoutés pour la mesure. 

+ Traitement préalable effectué sur 3 g ou 5 g de sol, dans 10 cm3 de solution-tampon PBAs2; 5 cm3 de 
solution d’asparagine à 5 oh sont ajoutés pour la mesure. 

6 té- sol mis directement dans les 15 cm3 de solution. 

Fig. XXVI. - INFLUENCE DE L’AZIDE DE SODIUM 
SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE DU SOL FP 

3 g de sol + 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PBl à PB6, 1,66 % d’asparagine et 
différentes concentrations d’azide de sodium. 21 heures a 49O. Les rtkultats sont rapportés en cm3 d’ammo- 
nium N/25. 

6 7 

l 0% 

Concentration en azide de sodium 
l 1 

; yw& 

. 
0 Le sol est maintenu, préalablement à la mesure, dans 5 cm3 de solution d’azide de sodium à 5 %, pendant 

30 minutes à 250; puis 10 cm3 de solution-tampon PBl & PB6 contenant 2,5 % d’asparagine, sont ajoutés 
a 9 10 11 pour la mesure. (Concentration hale en azide : 1,66 %). 
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Fig. XXVII. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE DES SOLS EN PRESENCE ET EN L’ABSENCE D’ARSÉNIATE 
3 g de sol FP, FM, FV, ou 5 g de sol MA, PR, FT ou JA, + 10 cma de solution-tampon PBl a PB6 ou PBAsl a 

PBAs6, contenant 2,s % d’asparagine. 21 heures à 49O. Les résultats sont expimes en cm3 d’ammonium N/25. 
l Tampons PBl à PB6. 
0 Tampons PBAsl à PBAs6. 

Le traitement du sol à 45” ou au-dessous de cette température, en présence d’asparagine, s’ac- 
compagne d’une diminution de l’activité enzymatique (fig. XXV). La protection de l’enzyme par le 
substrat n’est donc pas totale même aux faibles températures. Par ailleurs nous avons constaté 
(fig. VII), qu’une fraction de l’activité de l’asparaginase disparaît au cours des premières heures de la 
réaction. Ces faits pourraient traduire l’intervention d’une deuxième cause de diminution de l’activité 
enzymatique, indépendante du substrat, qui résiderait dans une modification de la perméabilité des 
cellules ou dans l’action de facteurs de régulation de l’activité cellulaire, sous l’influence de la tempé- 
rature. 

Lors du traitement du sol par la chaleur en l’absence de substrat, il se produit également une 
diminution d’activité de l’asparaginase A. (fig. XXVIII/A). L’effet thermique est ici moins accusé 
en présence de tampon qu’en présence d’eau, alors qu’il est le même dans les deux cas pour l’aspara- 
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ginase B (fig. XXVIII/B). En outre, la présence de substrat, lors du traitement du sol à 49”, n’a prati- 
quement aucun effet protecteur sur l’asparaginase A (fig. XXIX/A et XXX/A) contrairement à ce 
qui a lieu pour l’asparaginase B (fig. XXIX/B et XXX/B). Cette différence de comportement des deux 
enzymes en présence de substrat, découle vraisemblablement du décalage de leur zone pH d’activité, 
lequel traduit une in6gale aptitude des deux enzymes à se combiner avec le substrat en milieu acide. Or, 
les traitements effectuh dans la solution d’asparagine ont lieu au pH du sol, donc en milieu acide; dans 
ces conditions, seule l’asparaginase B qui se combine avec le substrat peut être protégée par celui-ci. 

Fig. XXVIII. - INFLU- 
ENCE COMPAREE, SUR 
LES ASPARAGINASES A 
ET B, DU TRAITEMENT 
DU SOL FP PENDANT 
30 MINUTES A 49”, EN 
L’ABSENCE DESUBSTRAT 

3 g de sol + 15 cm8 de solu- 
tion contenant 10 cma de solu- 
tion-tampon PI à P7 OU PBl 
a PB7 et 1,66 % d’asparagine, 
21 heures à 49O. Les résultats 
sont rapportés en cm3 d’ammo- 
gum N/25. 
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- Résultats des traitements correspondant aux tampons PB. 

erence, pour un même pH, entre les résultats des traitements correspondant aux tampons PB et ceux des traitements 
homologues correspondant aux tampons P. 

+ - Temoin. Sol mis directement dans les 15 cm3 de solution. 
. - Traitement préalable effectué sur 3 g de sol, dans 10 cm3 de solution-tampon; 5 cma de solution d’asparagine à 5 % 

sont ajoutés pour la mesure. 
0 - Traitement préalable effectué sur 3 g de sol, dans 5 cm3 d’eau; 10 cm8 de solution-tampon contenant 2,5 % d’aspa- 

ragine sont ajoutés pour la mesure. 
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3 g de sol + 15 cm8 de solu- 
tion contenant 10 cma de solu- 
tion-tampon Pl à P7 ou PBl 
à PB7 et 1,66 % d’asparagine. 
21 heures à 49’. Les r&.ukats 
sont rapportes encmad’ammo- 
nium N/25. 

A:DnK$ 
Résultats des mesures effectuées en présence de tampon PB. 

rente, pour une même valeur pH, entre les mesures effectuées en presence de tampon PB et les mesures homo- 
logues effectuées en présence de tampon P. 

+ - Témoin. Sol mis directement dans les 15 cm3 de solution. 
. - Traitement préalable effectué sur 3 g de sol, dans 5 cma de solution d’asparagine a 2 %: 10 cms de solution-tampon 

contenant 1,5 ‘A d’asparagine sont ajoutés pour la mesure. 
0 ^ Traitement préalable effectué sur 3 g de sol, dans 5 cme d’eau; 10 cms de solution-tampon contenant 2,5 % d’aspara- 

gine sont ajoutés pour la mesure. 
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Fig. XXIX. - INFLUENCE 
COMPARÉE, SUR LES AS- 
PARAGINASES A ET B, DU 
TRAITEMENT DU SOL FP 
PENDANT 30 MINUTES 
A 49’, EN PRESENCE OU 
ABSENCE DE SUBSTRAT 
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Fig. XXX. - INFLUENCE COMPAREE, SUR LES ASPARAGINASES A ET B, 
DU TRAITEMENT DES SOLS PENDANT 30 MINUTES A DIFFÉRENTES TEMPÉRATURES, 

EN PRESENCE OU ABSENCE DE SUBSTRAT 

3 g de sol FP, FM ou FV, ou 5 g de sol PR ou FT, + 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PB3, PB6 
ou PAs6 et 166 % d’asparagine. 21 heures à 49”. Les rrisultats sont rapportés en cm5 d’ammonium N/25. 

Résultats des mesures effectuées en presence de tampon PB3. 

A ’ %&On PB6. 
erence entre les mesures effectuées en présence de tampon PAs6 et les mesures homologues effectuées en présence de 

n - té Témoin : Sol mis directement dans les 15 cm3 de solution. 
o - Traitement préalable effectue sur 3 g ou 5 g de sol dans 5 cm3 de solution d’asparagine à 2 %; 10 cm3 de solution-tampon 
contenant 1,5 % d’asparagine, sont ajoutés pour la mesure. 
0 .- Traitement préalable effectue sur 3 g ou 5 g de sol. dans 5 cm3 d’eau; 10 cm3 de solution-tampon contenant 2,5 % d’aspa- 
ragme, sont qoutés pour la mesure. 



Fig. XxX1. - INFLUENCE DU CARBONATE 
SUR LA STABILITE DES ASPARAGINASES A ET B, 

A 55”, EN L’ABSENCE DE SUBSTRAT 
1 litre de solution de bicarbonate de sodium à la concentration 

6 
M, amené à 55’, est filtré sur entonnoir de Buchner, à travers 
220 g de sol FP. Le sol est ensuite lavé par 1 litre d’eau froide 
puis ëssork. 

3 g de sol sec ou 565 g de sol essoré (correspondant à 3 g 
de sol sec), + 15 cm3 de solution contenant 10 cma de solution- 
tampon PBl a PB6 ou PAsl à PAS~ et 166 % d’asparagine: 
21 heures à 49”. Les résultats sont rauoortés en cma d’ammo- -- 
nium N/25. 

B Mesures realisées en presence de tampon PB. 
0 - Sol non traité. 
0 - Mesures effectuées aprés traitement du sol à 55’, par la 

solution de carbonate. 
A Difference, pour une même valeur pH, entre les mesures 

effectuées, d’une part, en présence de tampon PB et, 

w pH 6 + à ‘9 io pH 
I ; 1 . 1 , d’autre part, en presence de tampon PAS. - 

0 - Sol non traite. 
0 - Mesures effectuées après traitement du sol à 55’, par la 

solution de carbonate. 
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Fig. XxX11. - INFLUENCE DU CARBONATE SUR L’ACTIVITÉ DES ASPARAGINASES A ET B 
3 g de sol FP, FM ou FV, ou 5 g de sol PR ou FT, + 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PAs2 ii 

PAs6 ou PB3 à PB6 et 1,66 % d’asparagine; ou 15 cma de solution-tampon Cbl à Cb4 ou CAsl à CAs4 (concentration en carbo- 
nate : 0,66 M), contenant 1,66 % d’asparagine. 21 heures à 49”. Les résultats sont rapportés en cm3 d’anuuonium N/25. 
B o - Mesures effectuées en présence de tampon PB. 

.- - - - - Cb. 
Ao - Différence, pour une même valeur pH, entre les mesures effectuées, d’une part, en présence de tampon PB et, d’autre 

part, en présence de tampon PAS. 
0 - Différence, pour une même valeur pH, entre les mesures effectuées, d’une part, en présence de tampon Cb et, d’autre 

part, en présence de tampon CAS. 
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Les asparaginases A et B se différencient également par l’effet protecteur du carbonate. En pré- 
sence de bicarbonate à la concentration M, l’asparaginase A n’est pratiquement pas affectée par le 
traitement du sol à 55”, alors que la moitié de l’activité de l’asparaginase B disparaît dans ces condi- 
tions (fig. XxX1). Cependant le carbonate a un effet dépressif analogue sur l’activité des aspara- 
ginases A et B (fig. X%XII). 

2. Influence de traitements préalables du sol par le nitrate sur l’activité de l’asparaginase 

Lorsque le sol est mis en suspension dans une solution de nitrate de potassium puis maintenu 
pendant 30 minutes à 40”, préalablement à la mesure de l’activité de l’asparaginase, on observe une 
diminution de l’activité de l’enzyme. Cette diminution est plus importante que celle qui résulte du 
séjour du sol à la même température, dans l’eau. Elle est d’autant plus grande que la concentration 
en nitrate est plus élevée (fig. XxX111). Le substrat a un effet protecteur très marqué aux concen- 
trations peu élevées en nitrate : la réduction d’activité est faible ou nulle aux concentrations M/20 
et M/40; elle est très importante à la concentration M/2,5. 
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Fig. xXx111. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGI- 
NASE, MESURÉE APRÈS TRAITEMENT 

“1 

DU SOL PENDANT 30 MINUTES, A 4Oq 
EN PRÉSENCE OU ABSENCE DE SUBS- 
TRAT, DANS LES SOLUTIONS CONTE- 
NANT DIFFÉRENTES CONCENTRATIONS 

Y DE NITRATE DE POTASSIUM 

-1 
concentration en nitrate 

+-. .+.-dans les 5cra3 de solution 
0 M/40 M/l0 WI5 

3 g de sol FP + 15 cm3 de sohtion contenant 10 cm3 de solution-tampon PB3, 1,66 oJ d’asparagine et diffgrentes 
concentrations de nitrate de potassium. 21 heures à 49O. Les résultats sont exprimés en cm3 d’ammonium N/25. 

0 Traitement préalable effectu& sur 3 g de sol, dans 5 cm8 d’eau ou de solution de nitrate de. potassium; 10 cm3 de 
solution-tampon PB3 contenant 2,5 % d’asparagine, sont ajoutés pour la mesure. 

o Traitement prkalable effectuk sur 3 g de sol, dans 5 cms de solution d’asparagine à 2 % ou de solution de nitrate de 
potassium contenant 2 % d’asparagine; 10 cms de solution-tampon PB3 contenant 1,5 % d’asparagine sont ajoutés pour la 
mesure. 

x Tkmoin. Le sol est mis directement dans les 15 cm3 de solution correspondant à chaque traitement. 

Une double influence du nitrate a été mise en évidence au chapitre III de la première partie de 
cette étude. A concentration élevée, le nitrate avait un effet dépressif; par contre, aux faibles concen- 
trations, il provoquait une augmentation d’activité de l’asparaginase. Celle-ci intervenait au-delà de 
la dixième heure de la réaction et n’avait pas lieu en présence de borate. La courte durée du contact 
du sol dans la solution de nitrate, avant l’addition du tampon borique, ne permet donc pas ici à 
l’influence favorable du nitrate de se manifester. 

L’action du nitrate est plus accusée en milieu acide que vers la neutralité (fig. XXXV). L’in- 
fluence du pH ressort également de l’examen de la figure XXXIV (courbe témoin avec nitrate, sans 
traitement préalable). Dans les conditions de la mesure (pH 7,5 à pH 8,0) l’effet du nitrate est peu 
important; l’influence de ce corps ne réside donc pas dans une action inhibitrice de l’activité de l’aspa- 
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raginase. Elle pourrait résider dans une compétition entre systèmes formateurs d’asparaginase et de 
nitrate réductase suivant la notion définie par S. SPIEGELMANN. Cependant, aux concentrations 
élevées en nitrate, l’effet protecteur du substrat est très faible; le nitrate pourrait donc intervenir 
également sur des facteurs indépendants du substrat, tels que la perméabilité des cellules ou des 
processus de régulation de l’activité cellulaire. Ces résultats sont donc, comme ceux du traitement 
thermique et des essais d’élution, en accord avec l’hypothèse suivant laquelle l’asparaginase du sol 
serait liée aux structures cellulaires. 

Fig.XXXIV.- INFLUENCE DU TRAITEMENT DU SOL 
PAR LE NITRATE, SUR L'ACTIVITÉ DE L'ASPARAGINASE 

3 g de sol FP + 15 cms de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PBl à PB6, 
1,66 % d’asparagine et du nitrate à la concentration M/3. 21 heures à 490. Les résultats 
sont exprimés en cm3 d’ammonium N/25. 

+ Le traitement préalable est effectué sur 3 g de sol, maintenus pendant 30 minutes 
à 250 dans 5 cma de solution de nitrate de potassium a la concentration M; 10 cm3 de 
solution-tampon PBl à PB6, contenant 2,5% d’asparagine, sont ajoutés pour la mesure. 

x Le traitement préalable est effectué sur 3 g de sol, maintenus pendant 30 minutes 
a 25O, dans 5 cm3 de solution de nitrate de potassium a la concentration M, contenant 
2 % d’asparagine; 10 cm3 de solution-tampon PBl à PB6, contenant 1,5 % d’aspara- 
gine sont ajoütes pour la mesure. 

o Témoin sans traitement préalable. Le sol est mis directement dans les 15 cm3 de 
solution. 

0 Témoin sans traitement préalable et sans nitrate. Le sol est mis directement dans 
les 15 cm8 de solution contenant seulement le tampon et l’asparagine. 
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Fig. XXXV. - INFLUENCE DU pH 
SUR LA~~DUCTIOND~ACTIVITÉDEL~ASPARAGINASE DU soL 

PAR LE NITRATE 

3 g de sol FP sont maintenus pendant 30 minutes a 40° dans 5 cm3 d’eau 
(E) ou de solution de phosphate monospotasique à la concentration 0,4 M 
(Tl; pH de la suspension : 4,6) ou de solution-tampon-phosphate de concen- 
tration 0,4 M (T2; pH de la suspension : 66). Dans les traitements homo- 
logues (N, TIN, ‘E?N’), les solutions contiennent, en outre, du nitrate 
à la concentration 0,4 M, les autres conditions étant identiques. 10 cm3 
de solution-tampon contenant 2,5 % d’asparagine sont ensuite ajoutes 
pour la mesure. Ces solutions sont telles que la composition finale des melan- 
ges soit celle des conditions habituelles de la mesure : 15 cm3 de solution 
contenant 10 cm8 de solution-tampon PB3 et 1,66 ok d’asparagine. La 
durée de la reaction est de 21 heures a 49O; les rtkultats sont exprimés 

E N Tl TlN T2 T2N en cms d’ammonium N/25. 

L’effet dépressif du nitrate a été observé pour l’ensemble des sols étudiés (fig. XXXVI). Après 
un séjour des sols à 40” dans une solution de nitrate de potassium à la concentration 0,4M, il ne sub- 
siste qu’une très faible proportion de l’activité de l’asparaginase, à l’exception du sol FM pour lequel 
34,6 % de l’activité initiale sont conservés. Dans le but de déterminer si l’activité de l’asparaginase 
pouvait être complètement supprimée par action du nitrate, et, par suite, si l’hypothèse de la localisa- 
tion de l’asparaginase dans les cellules pouvait être étendue à la totalité de cette enzyme, le traitement 
préalable des sols a été effectué avec des solutions de nitrate plus concentrées et à température plus 
élevée. Les résultats rapportés au tableau 35 montrent que l’action du nitrate ne progresse pratique- 
ment plus à 49”, au-delà de la concentration 0,25M, pour les sols FV, MA, PR et FT; la disparition 
de l’activité de l’asparaginase est alors vraisemblablement complète. Pour les échantillons FP et 
surtout FM, l’augmentation de la concentration en nitrate au-delà de 0,25M s’accompagne d’une 
diminution supplémentaire de l’activité enzymatique. La disparition complète de celle-ci nécessite- 
rait donc dans ces deux cas un traitement plus énergique que pour les autres sols. 
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-.- 
Concentration en nitrate dans les 5 cm? 

Sols Tampon de solution initiale 

0,25M 0,5M M 2M 
-~ 

FP 

FM 

FV 

MA 

PR 

F-r 

PB2 
PB3 

PB2 
PB3 

PB2 
PB3 

PB2 
PB3 

PB2 
PB3 

PB2 
PB3 

2,12 1,90 1,66 1,58 
2,37 2,20 2,09 1,86 

2,93 2.43 1,97 1,63 
3,37 2,12 2,33 1,91 

1,62 1,58 1,53 1,36 
1,89 1,83 1,72 1.64 

1,57 1,54 1,53 1,41 0,16 ’ 
1,80 1,77 1,74 1,66 0,14 

1,lO 1,05 0,97 0,86 0,24 
1,33 1,25 1,19 1,lO 0,23 

0,91 0,89 0,89 0,78 0,13 
1.09 1.04 1,oo 0,97 0,12 

.~ 

Tableau 35. - Influerrce du traitement du sol par le nitrate, sur l’activité de I’asparaginase. 
3 g de sol FP, FM ou FV, ou 5 g de sol MA, PR ou FT, sont mélangés avec 5 cm3 de 
solution de nitrate de potassium de concentration 0,25M, 0,5M, M ou 2M, puis main- 
tenus pendant 30 minutes à 49’. 10 cm? de solution-tampon PB2 ou PB3 contenant 
2,5 % d’asparagine sont ajoutés pour la mesure. La duree de la reaction est de 21 heures 
à 49”. Les résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25; les valeurs-témoins n’ont 
pas été deduites. 
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Fig. XXXVI. - INFLUENCE DU TRAITEMENT DES SOLS PAR LE NITRATE, 
SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE 

3 g de sol FP, FM ou FV, ou 5 g de sol PR ou FT, + 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PB3, 1,66 % 
d’asparagine et du nitrate à la concentration 0,133 M. 21 heures à 49”; les resultats sont exprimés en cm3 d’ammonium N/25. 

N - Le sol est prealablement maintenu pendant 30 minutes à 40°, dans 5 cm3 de solution de nitrate de potassium à la concen- 
tration 0,4 M; 10 cm3 de solution-tampon PB3 contenant 2.5 % d’asparagine sont ajoutés pour la mesure. 

NT - Ttimoin sans traitement préalable. Le sol est mis directement dans les 15 cm3 de solution. 
T - Témoin sans traitement prealable et sans nitrate. Le sol est mis directement dans 15 cm8 de solution contenant seulement 

I’asparagine et le tampon. 
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Les quantités d’ammonium obtenues avec les sols préalablement maintenus pendant 30 minutes 
à 49” dans une solution de nitrate à la concentration 2M, ont été comparées aux valeurs des témoins 
réalisés à différents pH avec les sols autoclavés (fig. XXXVII). A l’exception du sol FM, les valeurs 
des témoins et celles des mesures effectuées avec les sols traités par le nitrate, se situent sur une même 
courbe. Le nitrate a donc provoqué la disparition complète de l’activité de l’asparaginase. Pour le 
sol FM, les valeurs obtenues dans les deux cas sont distinctes mais voisines. L’activité de I’asparagi- 
nase de ce sol s’étant montrée très résistante à l’action du nitrate, lors des différents traitements, il 
est vraisemblable que l’effet de ce corps soit ici encore incomplet. On peut donc considérer que, pour 
tous les sols étudiés, l’hypothèse de la liaison de l’enzyme aux structures cellulaires intéresse la tota- 
lité de l’asparaginase des sols. 

L’influence du nitrate sur l’activité de l’asparaginase A est analogue à celle qui est observée 
pour l’asparaginase B (fig. XXXVIII, XXXIX et XL). De même que lors du traitement thermique, 
les deux enzymes se différencient par l’effet protecteur du substrat. Celui-ci est nul pour l’aspa- 
raginase A; il est important, tout au moins aux faibles concentrations en nitrate, pour l’aspara- 
ginase B. La présence dans les sols de deux asparaginases mises en évidence par l’influence du borate 
sur l’activité enzymatique est donc confirmée par le comportement différent des deux enzymes, 
d’une part, lors du traitement thermique, et d’autre part, lors du traitement du sol par le nitrate. 
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Fig. XXXVII. - INFLUENCE COMPARÉE DES TRAITEMENTS 
DES SOLS PAR LE NITRATE ET PAR LA CHALEUR 

SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE 
3 g de sol FP, FM ou FV, ou 5 g de sol MA, PR ou FT, + 15 cm3 de 

solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PBl a PB6 et 1,66 % d’aspa- 
ragine. 21 heures a 49’. Dans le cas du traitement par le nitrate, la solution 
contient, en outre, du nitrate de potassium à la concentration 0,666 M. Les 
résultats sont exprimés en cm3 d’ammonium N/25. 

. Le sol est préalablement maintenu pendant 30 minutes à 100’ dans 
un autoclave. 5 cm8 d’eau et 10 cm3 de solution-tampon PB, contenant 2.5 % 
d’asparagine, sont ajoutes pour la mesure. 

o Le sol est préalablement maintenu pendant 30 minutes à 49’ dans 
5 cm3 de solution de nitrate de potassium a la concentration 2 M. 10 cms, de 
solution-tampon PB contenant 2.5 % d’asparagine sont ajoutes pour la 
mesure. 
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Fig. XXXVIII. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE A, MESUREE 
APRÈS TRAITEMENT DU SOL FP, PENDANT 30 MINUTES A 40’=, 
EN PRESENCE OU ABSENCE DE SUBSTRAT, DANS LES 
SOLUTIONS CONTENANT DIFFÉRENTES CONCENTRATIONS DE 

NITRATE DE POTASSIUM. 
3 g de sol + 15 cms de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon 

PB6 ou PAS~, 1,66 % d’asparagine et dif%rentes concentrations de nitrate de 
potassium. 21 heures a 49O. Les résultats sont rapportes en cms d’ammo- 
nium N/25; ils correspondent à la difI&ence entre les mesures effectuees 
en présence de tampon PAS6 et les mesures homologues effectuées en pr& 
sente de tampon PB6. 

o Traitement préalable effectué sur 3 g de sol, dans 5 cm3 d’eau ou de 
solution de nitrate de potassium; 10 cm3 de solution-tampon contenant 
2,5 % d’asparagine, sont ajout& pour la mesure. 

l Traitement préalable effectue sur 3 g de sol, dans 5 cm3 de solution 
d’asparagine à 2 % ou de solution de nitrate de potassium contenant 2 % 
d’asparagine; 10 cms de solution-tampon contenant 1,5 % d’asparagine, 
sont ajout& pour la mesure. 

1 Témoin. Le sol est mis directement dans les 15 cms de solution. 

Fig. XxX1X. -INFLUENCE DU TRAITEMENT DU SOL FP PAR LE NITRATE 
SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE A 

M 

/ 

3 g de sol + 15 cms de solution contenant 10 cms de solution-tampon PAsl a PAs6 
ou PBl à PB6 et 1,66 ‘A d’asparagine. 21 heures à 49”. Les résultats sont rapportés en 

i / 

cms d’ammonium N/25; ils correspondent a la difference, pour une même valeur pH, 
entre les mesures effectuées en présence de tampon PAS et les mesures homologues 
effectuées en présence de tampon PB. 

7 8 9 10 

o Le traitement préalable est effectué sur 3 g de sol, maintenus pendant 30 minutes a 
25”, dans 5 cma de solution de nitrate de potassium a la concentration M; 10 cm3 de 
solution-tampon contenant 2,5 % d’asparagine, sont ajout& pour la mesure. 

* Le traitement préalable est effectue sur 3 g de sol, maintenus pendant 30 minutes a 
25’, dans 5 cm3 de solution de nitrate de potassium 21 la concentration M, contenant 
2 % d’asparagine; 10 cm8 de solution-tampon contenant 1,5 % d’asparagine sont ajoutés 
pour la mesure. 

-PH 

-t Témoin sans traitement prealable. Le sol est mis directement dans les 15 cms de 
solution. 

W Témoin sans traitement préalable et sans nitrate. Le sol est mis directement dans 
les 15 cms de solution contenant seulement le tampon et l’asparagine. 
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Fig. XL. - INFLUENCE DU TRAITEMENT DES SOLS PAR LE NITRATE, SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARA- 
GINASE A 

3 g de sol FV ou 5 g de sol PR ou FT + 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PAs6 ou PB6, 1,66 % 
d’asparagine et du nitrate de potassium a la concentration 0,133 M. 21 heures à 49O. Les résultats sont rapportes en cm5 
d’ammonimn N/25; ils correspondent a la différence entre les mesures effectuées en présence de tampon PAs6 et les mesures 
homologues effectuées en présence de tampon PB6. 

N - Le sol est prdalablement maintenu pendant 30 minutes à 40” dans 5 cm3 de solution de nitrate de potassium à la 
concentration 0,4 M; 10 cm3 de solution-tampon contenant 2,5 % d’asparagine, sont ajoutés pour la mesure. 

NT - Témoin sans traitement préalable. Le sol est mis directement dans les 15 cm3 de solution. 
T - Témoin sans traitement prealable et sans nitrate. Le sol est mis directement dans 15 cm3 de solution contenant seulement 

l’asparagine et le tampon. 
E - Traitement prealable effectué en l’absence de nitrate. Le sol est maintenu pendant 30 minutes à 40*, dans 5 cm3 d’eau; 

10 cm3 de solution-tampon contenant 2,5 % d’asparagine, sont ajoutés pour la mesure. 

Asparaginase des cellules de levure. 

L’étude de l’élution de l’asparaginase des sols et l’étude de l’influence du nitrate et des traite- 
ments thermiques sur l’activité de l’enzyme, permettent de présumer que l’asparaginase des sols est 
localisée dans les cellules des microorganismes. Une similitude de comportement entre l’activité 
enzymatique du sol et celle des cellules de microorganismes contribuerait à consolider cette notion. 
L’étude comparative de l’activité de l’asparaginase de levure de boulangerie a été effectuée dans ce 
but. 

4 

Fig. XLI. - INFLUENCE DU TOLUÈNE 
SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE 

DES CELLULES DE LEVURE, EN PRÉSENCE DE BORATE 

2 cm3 de suspension de levure (préparée par mélange de 5 g de levure 
fraîche de boulangerie et 100 cm7 d’eau), + 15 cm3 de solution contenant 
10 cm3 de solution-tampon PBl à PB6 et 1,66 % d’asparagine. 21 heures 
à 49’. Les résultats sont rapportés en cma d’ammonium N/25. 

o Toluène : 1 cm3 ajouté a la solution avant l’addition de la suspension 
de levure. 

l Sans toluène. 
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Fig. XLII. - INFLUENCE DU TOLUÈNE SUR L’ACTIVITÉ 
DE L’ASPARAGINASE DES CELLULES DE LEVURE, 

EN L’ABSENCE DE BORATE 

2 cm3 de suspension de levure (Prépar&e par melange de 5 g de levure fraîche 
de boulangerie et 100 cm8 d’eau), + 15 cm5 de solution contenant 10 cm3 
de solution-tampon Pl 1 P6 et 1,66 % d’asparagine. 21 heures a 49O. Les 
resultats sont rapportes en cm3 d’ammonium N/25. 

0 Toluène : 1 cma ajoute a la solution avant l’addition de la suspension 
de levure. 

l Sans toluène. 

L’activité de l’asparaginase des cellules de levure fraîche est fortement affectée par le toluène. 
Avec la solution tampon-phosphate-borate, celui-ci décale d’une unité vers l’acidité la courbe d’acti- 
vité en fonction du pH (fig. XLI). En l’absence de borate, il provoque un élargissement de la 
courbe, laquelle englobe alors celles qui correspondent aux mesures effectuées avec et sans toluène, 
dans les solutions boriques (fig. XLII). Ces résultats pourraient traduire, d’une part, la présence 
dans la levure des deux asparaginases A et B mises en évidence dans les sols et, d’autre part, une 
modification de l’accessibilité de l’enzyme au substrat sous l’influence du pH et du toluène. Ainsi, 
dans les milieux renfermant les solutions-tampon-phosphate ou phosphate-borate, l’accessibilité 
de l’asparaginase serait très réduite au-dessous de pH 73 puis augmenterait progressivement jusqu’à 
pH 9,0. En présence de toluène, l’accessibilité serait accrue dans toute la zone pH d’activité. Ceci 
entraînerait une augmentation de la production d’ammonium dans la partie de la courbe voisine de 
la neutralité; il en résulterait en outre une inhibition de l’asparaginase A par le borate aux pH élevés 
auxquels cette enzyme est active. 

NH4 

6 -- 

lt .- 

2 -- 

- 
6 7 8 

: PH 9 10 If 

Fig. XLIII. - INFLUENCE DU FLUORURE 
SUR L’ACTIVITÉ DE L¶ASPARAGINASE 

DES CELLULES DE LEVURE 

2 cm? de suspension de levure (preparee par mélange de 5 g de levure 
fraîche de boulangerie et 100 cms d’eau), -l- 15 cm3 de solution contenant 
10 cme de solution-tampon PB, du fluorure de sodium à différentes concen- 
trations et 1,66 % d’asparagine. 21 heures à 490. Les resultats sont rapportés 
en cm3 d’ammonium N/25. 

o Concentration en fluorure : M/6. 
0 - - : M/3. 
q - - : 2M/3. 
. Témoin sans fluorure. 
+ Témoin sans fluorure, mais presence de 1 cms de toluène par tube. 
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L’activité enzymatique de la levure, aux pH compris entre les valeurs 6,5 et 9,0, peut également 
être accrue par le fluorure (fig. XLIII). A la concentration M/6, le fluorure n’est pleinement 
efficace qu’aux pH inférieurs à la valeur 7,0, ce qui se traduit par la présence de deux sommets sur la 

courbe d’activité. A la concentration M/3 en fluorure, les deux sommets 
1 VE4 tendent à se rejoindre; au-dessous de pH 8,5 l’activité de l’asparaginase 

18 est alors voisine de celle qui est observée en présence de toluène. A la 

16 

UC 

concentration 2M/3 en fluorure et au-delà de pH 9,0, on observe un effet 
dépressif qui résulte vraisemblablement de l’inhibition de l’asparaginase 
A par le borate. L’influence du ffuorure est donc très voisine de celle du 
toluène, elle réside probablement aussi dans un accroissement de l’acces- 

0 sibilité de l’enzyme au substrat et au borate. L’action du fluorure s’étend 
0 progressivement vers la partie basique de la zone pH d’activité de l’aspa- 

raginase, lorsque sa concentration croît. 

6 

Cette interprétation des effets du pH, du toluène et du fluorure sur 
l’activité enzymatique des cellules de levure, est corroborée par le fait 
que le pH optimum d’activité de l’asparaginase purifiée extraite de la 
levure, est identique au pH optimum d’activité des cellules de levure, en 
présence de toluène (fig. XLIV). D’après J. LEIBOWITZ et S. HESTRIN 
(73), l’activité des cellules serait limitée, non seulement par la perméabi- 
lité cellulaire, mais aussi par des facteurs de régulation des potentialités 
métaboliques de la cellule. En permettant à l’asparaginase de réagir 
avec le substrat, dans des conditions où la présence de cette enzyme dans 
les cellules est masquée, le toluène et le fluorure seraient donc interve- 
nus soit sur la perméabilité cellulaire, soit sur des facteurs de régulation. 

Fig. XLIV. - ACTIVITE DE L’ASPARAGINASE DE LEVURE, PURIFIÉE 

o 5 cm3 de solution d’asparaginase + 10 cm3 de solution-tampon PB, contenant 
2 % d’asparagine. 4 heures à 49O. Les résultats sont rapportés en cms d’ammonium 
N/25. 

l Mesures comparatives effectuees avec la levure fraîche, en presence de toluène 
6 ? 8 9 (R&&ats rapportes a la figure XLI). 

Dans les deux cas, leur action est également intéressante car elle devrait permettre de rechercher 
des critères de la localisation de l’asparaginase dans les cellules. En effet, un traitement des cellules 
qui provoquerait une diminution de leur activité enzymatique mesurée en l’absence de fluorure 
ou de toluène, mais ne modifierait pas l’activité enzymatique mesurée en présence de l’un de 
ces deux corps, aurait affecté non pas l’enzyme elle-même, mais son accessibilité au substrat. 
L’influence de ce traitement serait donc en relation avec le fait que l’enzyme est incluse dans des 
cellules. 

Dans le sol, l’influence du nitrate sur l’activité de l’asparaginase a été considérée comme une 
modification de l’accessibilité de l’enzyme. Si le nitrate affecte également l’activité enzymatique de la 
levure conformément aux conditions qui viennent d’être définies, l’influence du nitrate pourrait alors 
être retenue comme critère de la localisation de l’asparaginase dans les cellules. L’expérience suivante 
a été réalisée: la levure est mise en suspension dans une solution de nitrate.de potassium à la concen- 
tration 0,4M; une fraction de la suspension est ensuite maintenue pendant 30 minutes à 49”. Les 
mesures sont effectuées avec et sans toluène, d’une part, sur la fraction traitée à 49” et, d’autre part, 
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sur la fraction non traitée. Les résultats sont rapportés à la figure XLV. En l’absence de toluène 
on observe une diminution importante de l’activité enzymatique des cellules de levure simplement 
mises en suspension dans une solution de nitrate, à la température du laboratoire; le traitement 

Fig. XLV. - INFLUENCE DU TRAITE- 
4 MENT DE LA LEVURE PAR LE 

NITRATE, SUR L’ACTIVITE 
DE L’ASPARAGINASE 

B o 2 cm3 de suspension de levure (preparée 
par mélange de 5 g de levure fraîche de bou- 
langerie et 100 cms de solution de nitrate de 
potassium 0,4 M) + 15 cm3 de solution 
contenant 10 cm3 de solution-tampon PBl 
a PB6 et 1,66 % d’asparagine. 21 heures a 
49O. Les résultats sont rapportes en cm3 
d’ammonium N/25. 

. La suspension de levure dans la solution 
de nitrate, est préalablement maintenue pen- 
dant 30 minutes à 49O. 

- 4 
6 8 Meme expérience; mais 1 cm” de toluène 7 9 10 11 

est ajoute aux 15 cm3 de solution, avant l’ad- 
dition de la suspension de levure. 

ultérieur de 30 minutes à 49” amène la disparition presque totale de l’activité enzymatique. Par 
contre, l’activité de l’asparaginase des cellules de levure mesurée en présence de toluène n’est que 
légèrement diminuée par ce traitement. Celui-ci n’affecte donc pas l’enzyme, il intervient sur la per- 
méabilité cellulaire ou les facteurs de régulation. Il en résulte que la disparition de l’activité de l’aspa- 
raginase par action du nitrate constitue un critère de la liaison de cette enzyme aux structures des 
microorganismes. L’activité de l’asparaginase du sol pouvant être totalement supprimée par action du 
nitrate il est possible de conclure que cette enzyme est localisée dans les cellules des microorgauismes. 

Des différences se présentent cependant entre le comportement de l’asparaginase des sols et 
celui de l’asparaginase des cellules de levure. Ainsi dans les sols le fluorure n’a pratiquement aucune 
influence sur l’activité de l’asparaginase, quant au toluène, il a un léger effet dépressif (fig. XLVI). 
Toutefois la courbe d’activité enzymatique des sols en fonction du pH est semblable à celle qui est 
obtenue avec les cellules de levure, en présence de toluène : ainsi, l’asparaginase du sol est très active 
au-dessous de pH 7,5, en outre, le borate a un effet dépressif en milieu basique. L’asparaginase du 
sol est donc plus accessible au substrat et au borate que ne l’est l’asparaginase des cellules de levure. 
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Fig. XLVI. - INFLUENCE DU FLUORURE ET DU TOLUÈNE, 
SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE DU SOL 

+ : 3 g de sol FP, + 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon 
PBl à PB6 et 1,66 % d’asparagine. 21 heures a 490. Les résultats sont rapportés 
en cms d’ammonium N/25. 

0 : Presence de 2 cm3 de toluène, avec lesquels le sol est resté en contact preala- 
blement, pendant 50 minutes. 

l : Les 15 cms de solution renferment du fluorure de sodium à la concentra- 
tion M/3. 

’ pH 6 7 
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Fig. XLVII. - INFLUENCE DU 
KAOLIN, SUR L’ACTIVITÉ DE 
L’ASPARAGINASE DES CELLULES 
DE LEVURE 

0 - 2 cms de suspension de levure 
(préparée par mélange de 5 g de levure 
fraiche de boulangerie et 100 cm3 d’eau), 
+ 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 
de solution-tampon PBl à PB6 et 1,66 % 
d’asparagine. 21 heures à 49O. Les r&ul- 
tats sont rapportes en cm3 d’ammonium 
N/25. 

o - 4 g de kaolin sont mélangés avec 
les 15 cm3 de solution, avant l’addition 
de la suspension de levure. 

Même experience; mais les 15 cm3 de 
solution renferment du fluorure de sodium 
à la concentration M/3. 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

1 

i 

6 7 8 9 10 11 

Ceci pourrait résulter d’une plus grande perméabilité cellulaire dans le sol, 
due h l’adsorption des cellules. Une telle influence de l’adsorption sur l’ac- 
cessibilité de l’enzyme peut être mise en évidence en effectuant la mesure de 
l’activité de l’asparaginase des cellules de levure, en présence de kaolin. 
En milieu basique on observe alors une inhibition de l’asparaginase A mal- 
gré l’absence de fluorure ou de toluène (fig. XLVII/S). Entre pH 6 et 
pH 8, le kaolin provoque, en présence de fluorure, une augmentation de 
l’activité des cellules de levure (fig. XLVII/F). Au voisinage de la neutra- 
lité, l’influence du kaolin se manifeste donc seulement lorsque le milieu 
comporte un autre facteur d’accroissement de l’accessibilité de l’enzyme au 
substrat. Cet autre facteur peut également être le toluène (fig. XLVIII). 
En présence de toluène le kaolin a cependant un effet dépressif lorsqu’il 
est ajouté en faible quantité. Ceci pourrait être dû à la libération d’une frac- 
tion de l’asparaginase des cellules, puis à son adsorption sur le kaolin. Au- 
delà de 1,5 g de kaolin l’augmentation de la perméabilité cellulaire aurait un 
effet plus important que la diminution d’activité due à l’adsorption de 
l’asparaginase libérée. 

1:; i : ; poids de 
0 0,5 1 2 3 4 L Olin 

Fig. XLVIII. - INFLUENCE DU 
KAOLIN SUR L’ACTIVITÉ DE 
L’ASPARAGINASE DES CELLULES 
DE LEVURE, EN PRÉSENCE 
DE TOLUENE 

0 10 cm3 de suspension de evure (obtenue en melangeant 2 g de levure 
fraîche de boulangerie avec 10 d cm3 d’eau), sont mélanges avec des quantités 
variables de kaolin. Les suspensions sont agitées mécaniquement pendant 
15 minutes, puis on leur ajoute 5 cm3 de solution-tampon 2PB3 (concen- 
tration double du tampon PB3), contenant 4 % d’asparagine. 21 heures à 
49O. Les résultats sont rapportes en cm3 d’ammonium N/25. 

o 0,5 cms de toluène sont ajoutes dans le milieu avant l’agitation méca- 
nique. 



troisième partie 

ÉTUDE DE L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE 
DANS LES SOLS HUMIDIFIÉS, MAINTENUS A 30” 

ET ENRICHIS OU NON EN CELLULOSE 

Dans la plupart des études consacrées aux enzymes du sol, l’activité enzymatique est considérée 
dans ses rapports avec l’activité biologique telle qu’elle est évaluée par les mesures de respiration ou 
de densité des microorganismes. Un certain parallélisme a été mis en évidence, au moins dans le 
cas des mesures effectuées en fonction de la profondeur des prélèvements. Par contre, il a été rapporté 
des mesures échelonnées au cours de l’année, qui traduisent une absence de corrélation. La spécificité 
des enzymes est considérée par quelques auteurs comme la cause de cette situation; il serait par suite 
nécessaire de déterminer l’activité de plusieurs enzymes. Cependant lors de la dégradation d’une 
substance dans le sol, de multiples activités microbiennes interviennent dans les chaînons successifs 
de transformation. Il devrait donc être possible de provoquer l’intensification d’une activité enzyma- 
tique sans qu’il soit nécessaire d’ajouter directement au sol le substrat correspondant. On peut ainsi 
concevoir que la mesure d’une activité enzymatique donnée soit le reflet de processus biologiques 
impliqués de façon plus ou moins immédiate dans la dégradation de la substance utilisée. 

Dans le but de mettre en évidence une telle relation entre l’asparaginase et l’activité des micro- 
organismes dans le sol, nous avons procédé à l’incubation d’échantillons enrichis en cellulose. Le 
choix de la cellulose résulte de considérations d’ordre écologique. Cette substance est naturellement 
introduite dans le sol en grande quantité, son addition ne devrait donc pas amener de perturbation 
trop artificielle des équilibres biologiques. 

VI. - INFLUENCE DE LA DURÉE DE L’INCUBATION ET DE LA QUANTITÉ 
DE CELLULOSE AJOUTÉE AU SOL, SUR L’ACTIVIm DE L’ASPARAGINASE 

Méthode ; Incubation des sols, rnesure de la production de gaz carbonique. 

200 g ou 300 g de terre enrichie en cellulose et un échantillon témoin non enrichi sont humidifiés 
puis placés dans des fioles de Roux; celles-ci sont ensuite maintenues à 30”. Les fioles ont une capacité 
de 1 litre; elles sont fermées par un bouchon de caoutchouc comportant un tuyau muni d’une 
pince de Mohr. L’eau nécessaire à l’humectation du sol est déterminée expérimentalement, c’est 
la quantité d’eau qui demeure dans le sol après lessivage puis essorage sur entonnoir de Buchner, 
sur vide. Périodiquement on effectue des prélèvements de terre dans la fiole pour la mesure de 
l’activité de l’asparaginase. La terre prélevée est séchée en boîte de Pétri ouverte, sous ventilateur, 
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à la température du laboratoire. On effectue également des prélèvements périodiques de l’atmosphère 
de la fiole pour suivre comparativement à la mesure enzymatique, l’activité biologique évaluée par 
la mesure de la production de gaz carbonique. Pour cela la pression est ramenée, au moyen d’une 
pompe à vide, a 2 ou 3 mm de mercure dans une fiole d’Erlenmeyer de 100 cm3 munie d’un robipet 
et contenant 10 cm3 de solution de baryte environ N/lO; la fiole d’Erlenmeyer est ensuite abouchée 
avec la idole de Roux et les deux récipients sont mis en communication pendant quelques secondes. 
La fiole d’Erlenmeyer est fermée puis agitée énergiquement pour permettre la fixation du gaz car- 
bonique par la baryte, celle-ci est ensuite titrée en retour par l’acide oxalique N/lO en présence 
de phénolphtaléine. Après chaque prélèvement gazeux on fait circuler pendant une minute un 
courant d’air saturé d’eau dans la fiole de Roux pour en renouveler l’atmosphère. 
Soient : 

P : le poids, en grammes de terre sèche contenue initialement dans la fiole de Roux. 

P : la quantité totale en grammes de terre humide prélevée depuis le début de l’expérience. 

h : le rapport eau/sol sec dans la terre humide. 

d : la densité absolue du sol (voisine de 26). 

V’ : le volume en cm3 de la fiole de Roux. 

Ve : le volume de la phase gazeuse dans la fiole d’Erlenmeyer, contenant la solution de baryte : 
volume de la fiole d’Erlenmeyer moins le volume de la solution de baryte. 

xl : le nombre de cm3 d’acide oxalique N/I0 utilisés pour neutraliser 10 cm3 de solution de baryte 
environ N/ 10. 

x2 : le nombre de cm3 d’acide oxalique N/lO utilisés pour titrer en retour la solution de 
baryte. 

H : le nombre d’heures écoulées depuis la mesure précédente. 

1 cm3 d’acide oxalique N/lO correspondant à 22 mg de C02, la quantité de gaz carbonique, 
en mg par 24 heures, rapportée à 5 g de terre sèche est donnée par l’équation suivante : 

Poids de CO2 = 
Volume gazeux total 5 

Volume gazeux de l’ampoule poids, en g, de terre sèche 
- (2,2)(x1 -x2) 
H 

soit : poids de CO2 = Kl(~)(f)wzg 

K1 _ 2W/d + 4 - 
Ve -P 0 +W K3 = P(l + 12) 

Par cette méthode on évalue la quantité d’anhydride carbonique présent dans l’atmosphère 
de la fiole de Roux. Or cette quantité ne dépend pas seulement de l’intensité de l’activité biologique 
du sol, mais également d’un équilibre entre la pression de gaz carbonique et la concentration en 
bicarbonate dans la phase aqueuse (106). Dans les fioles de Roux les volumes des phases aqueuse 
et gazeuse sont voisins respectivement de 40 et 1 000 cm g; dans ces conditions le rapport entre, 
d’une part, les quantités de bicarbonate dissous dans l’eau imbibant le sol et, d’autre part, la quantité 
de gaz carbonique présent dans l’atmosphère de la fiole, lorsque l’équilibre est établi, est proche 
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de 1 àpH 7,8, de 0,26 àpH 7,4 et de 0,l àpH 7,0; il est pratiquement nul à pH 5,O. L’évaluation 
de la production de gaz carbonique est d’autant plus précise que ce rapport est plus faible, donc 
que le pH du sol est plus bas. A pH 7,4 l’erreur est de 26 %; cependant, lorsque l’on considère 
l’allure de la courbe de production de gaz carbonique dans le temps, comparativement à celle de 
l’activité enzymatique, la méthode est encore acceptable à ce pH. 

La cellulose ajoutée au sol dans cette première série de mesures, est obtenue en broyant dans 
un mortier, du coton hydrophile préalablement exposé pendant quelques minutes aux vapeurs 
d’acide chlorhydrique. Pour cela le coton est placé en couche mince au-dessus d’un récipient conte- 
nant de l’acide chlorhydrique maintenu à l’ébullition. Après broyage le coton est lavé abondamment 
à l’eau du robinet puis à l’eau distillée jusqu’à ce que les eaux de lavage ne soient plus acides. Il 
est ensuite séché à l’étuve puis tamisé pour éliminer les fractions supérieures à 0,2 mm. Les expé- 
riences suivantes ont été conduites avec de la cellulose en poudre pour chromatographie. 

Résultats : 

Les mesures ont été effectuées sur cinq sols des environs de Tananarive; les résultats obtenus 
sont rapportés aux figures XLIX, L, LI, LII, LIII et LIV. De l’examen de ces figures il ressort que : 

a) L’incubation d’un sol simplement humidifié n’affecte pas sensiblement l’activité de l’aspa- 
raginase. 

b) Dans les sols enrichis en cellulose, une augmentation de l’activité de l’asparaginase peut 
se produire. Elle est très nette pour les sols FJA et (3SB et peu accusée pour le sol @A. Quant aux sols 
PPR et PMA, leur activité enzymatique n’est pas affectée par l’addition de cellulose, même après 
40 jours d’incubation. 

c) Dans les sols où l’activité de I¶asparaginase est accrue par la présence de cellulose, celle-ci 
a un effet d’autant plus grand que la quantité de cellulose ajoutée est plus faible, entre les valeurs 
0,5 % et 5 %, Les proportions de cellulose additionnée au sol étaient 0,5 %, 1,25 %, 2,5 %, 3,75 % 
et 5 ‘A; seules les courbes correspondant aux valeurs 0,5 ‘A, 2,5 % et 5 ‘A ont été représentées pour 
ne pas surcharger les figures. 

d) Lorsque l’activité de l’asparaginase est accrue par la présence de cellulose, la production 
de gaz carbonique est elle-même augmentée. Elle présente un maximum généralement compris entre 
les deuxième et quatrième jours, puis elle diminue mais demeure plus élevée que celle du témoin 
sans cellulose. Pour les additions de cellulose comprises entre 0,5 % et 5 % du poids de terre, la 
production de gaz carbonique est pratiquement indépendante de la quantité de cellulose ajoutée 
au sol, à l’exception du sol de marais FMA. De plus, dans ce sol, une augmentation de la production 
de gaz carbonique par rapport au témoin non enrichi en cellulose a lieu seulement à partir des 
34e et 12e jours d’incubation, pour les additions respectives de 2,5 % et 5 % de cellulose; mais 
cette élévation tardive de la production de gaz carbonique n’est pas reflétée par l’activité de l’aspa- 
raginase. 

e) L’addition complémentaire d’azote minéral au sol PJA enrichi en cellulose provoque une 
intensification du dégagement de gaz carbonique (fig. LIV). L’activité de l’asparaginase est par 
contre très peu affectée par cet apport d’azote. 

f) La corrélation observée entre la production de gaz carbonique et l’activité de l’asparaginase, 
lors des premiers jours d’incubation du sol BJA enrichi en cellulose, se manifeste également lorsque 
le sol est séché puis réhumecté en cours d’incubation (fig. LV). Il se produit alors, dès le premier 
jour qui suit la réhumectation, une augmentation simultanée de la production de gaz carbonique 
et de l’activité enzymatique, par rapport à l’échantillon maintenu contamment humide. 
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Fig. L. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE 
ET DÉGAGEMENT DE GAZ CARBONIQUE 
DANS LE SOL PSB ENRICHI EN CELLU- 
LOSE ET MAINTENU HUMIDE A 30” 

- Memes conditions expérimentales qu’à la 
figure XLIX. 
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Fig. XLIX. - ACTIVITÉ DE L’ASPARA- 
GINASE ET DÉGAGEMENT DE GAZ 
CARBONIOUE DANS LE SOL PJA 
ENRICHI EN CELLULOSE 
ET MAINTENU HUMIDE A 30’ 

- La production de gaz carbonique est 
mesurée directement sur l’échantillon incube; 
elle est exprimee en mg de CO2 pour 5 g de 
sol. 

- L’activité de l’asparaginase est mesurée 
sur le sol séché après différents temps d’incu- 
bation (5 g de sol sec sont mélangés avec 
15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de 
solution-tampon PB2 et 1.66 % d’asparagine, 
21 heures a 49O); les résultats sont rapportés 
en cm3 d’ammonium N/25. 

A - Activité de l’asparaginase: 
B - Dégagement de COa. 

0 - Témoin sans cellulose. 
0 - Sol additionne de 0.5 % de cellulose. 
+ - Sol additionné de 2,5 % de cellulose. 
o - Sol additionné de 5 % de cellulose. 

1 , 0 , , 
1 4 6 ’ 8 i0 12 i4 16 ’ 

*Qe de l’inou- 
;ion,en jours 
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Fig. LI. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE ET DÉGAGEMENT DE GAZ CARBONIQUE DANS LE SOL PSA 
ENRICHI EN CELLULOSE ET MAINTENU HUMIDE A 30’ 

- Mêmes conditions expbrimentales qu’à la figure XLIX. 
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Fig. LII. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE ET DÉGAGEMENT DE GAZ CARBONIQUE DANS LE SOL @PR 
ENRICHI EN CELLULOSE BT MAINTENU HUMIDE A 30° 

- Mêmes conditions expérimentales qu’à la figure XLIX. 
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Fig. LIE. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE ET DÉGAGEMENT DE GAZ CARBONIQUE DANS LE SOL BMA 
ENRICHI EN CELLULOSE ET MAINTENU HUMIDE A 30” 

- Memes conditions expérimentales qu’àjla figure XLIX. 
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Fig. LIV. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE ET DÉGAGEMENT DE GAZ CARBONIQUE DANS LE SOL PJA 
ENRICHI EN CELLULOSE ET EN AZOTE MINÉRAL PUIS MAINTENU HUMIDE A 30°. LA CELLULOSE EST 
PARTOUT PRÉSENTE A LA DOSE DE 5 %; L’AZOTE EST AJOUTÉ EN QUANTITÉ VARIABLE, SOUS FORME 

DE SULFATE D’AMMONIUM 
- La production de gaz carbonique est mesurée directement sur l’échantillon incubé; elle est exprimée en mg de CO2 

pour 5 g de sol. 
- L’activité de l’asparaginase est mesurée sur le sol séché après différents temps d’incubation (5 g de sol sec sont mélangés 

avec 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PB2 et 1,66 % d’asparagine, 21 heures à 49O); les resultats sont 
rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 
A - Activité de I’asparaginase; 
& - Dégagement de CO”. 
q Témoin sans sulfate d’ammonium. 
* Sol additionne d’une quantité de sulfate d’ammonium correspondant à 0,005 % de NHs. 
G Sol additionne d’une quantite de sulfate d’ammonium correspondant à 0,Ol % de NHS. 
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Fig. LV. - INFLUENCE DE LA DESSICATION PUIS DE LA RÉHUMECTATION 
SUR L’ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE ET LE DÉGAGEMENT DE GAZ 
CARBONIQUE DANS LE SOL PJA ADDITIONNÉ DE 5 % DE CELLULOSE 

ET MAINTENU A 30° 

- La production de gaz carbonique est mesurée directement sur l’échantillon 
incube; elle est exprimée en mg de CO2 pour 5 g de sol. 

- L’activitE de l’asparaginase est mesurée sur le sol séché après differents temps 
d’incubation (5 g de sol sec sont mélangés avec 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 
de solution-tampon PB2 et 1,66 % d’asparagine, 21 heures à 49O); les résultats sont 
rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 

A - Activité de l’asparaginase; 
B - Dégagement de Cos. 

l Sol maintenu constamment humide. 
0 Sol séche à l’air après 8 jours d’incubation, puis réhumecté. 

VII. - RECHERCHE DES FACTEURS 
lMPLIQU@ DANS LA RÉPONSE DE L’ACTIVITR DE L’ASPARAGINASE 

A L’ADDITION DE CELLULOSE 

Activité enzymatique de microorganismes appartenant à différents groupes 
physiologiques. 

Les cultures de microorganismes sont obtenues sur des milieux électifs habituels et sur ces 
mêmes milieux additionnés d’humate de calcium, dans le but de rechercher l’influence éventuelle 
de cette substance sur l’activité enzymatique des microorganismes. L¶humate calcique est préparé 
à partir de terreau. L’extraction est effectuée par une solution de pyrophosphate de concentration 
O,lM, dans laquelle les acides humiques sont précipités par l’acide sulfurique puis centrifugés. 
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Les acides humiques sont ensuite dispersés par la potasse, floculés par l’acide sulfurique et les ions 
Ca apportés par du calcaire, puis centrifugés à nouveau. Ils sont alors repris par l’eau et amenés 
en milieu basique avec de la chaux. Les humates calciques obtenus par centrifugation à 10 000 g, 
se présentent sous forme d’un culot gélatineux qui est conservé dans un réfrigérateur. La quantité 
d’humate présent dans les milieux est exprimée en poids de cette substance. 

Les milieux solides au gel de silice sont préparés à partir d’acide silicique obtenu en faisant 
passer à travers une colonne de permutite, une solution de silicate de sodium renfermant, par litre, 
220 cm3 de solution du commerce de densité 1,33. L’acide silicique est mélangé avec un volume 
égal de milieu nutritif. La solidification du mélange intervient en moins d’une heure en présence 
de calcaire; elle est d’autant plus rapide que la concentration saline est plus élevée. 

1. Cellulolytiques : Le parallélisme observé entre, d’une part, l’élévation de la production 
de gaz carbonique, indice du démarrage de l’attaque de la cellulose et, d’autre part, l’augmentation 
d’activité de l’asparaginase, oriente en premier heu vers le groupe des cellulolytiques, la recherche 
des microorganismes responsables de cette activité enzymatique. 

Sur des milieux solides au gel de silice renfermant 5 % de solution saline de Winogradsky, 
1 % de calcaire et différentes quantités de nitrate de potassium (0, 0,025 %, 0,l %, 0,4 % et 1,6 %) 
sont déposés des disques de cellulose de 9 mm de diamètre et 1 mm d’épaisseur. Ces disques s’im- 
bibent du milieu minéral; on les saupoudre de terre. Dans une deuxième série de milieux 
les disques de cellulose sont préalablement imprégnés de 8,5 mg d’humate calcique, puis séchés. 
La colonisation des disques par les bactéries et les filaments mycéliens est d’autant plus rapide que 
le milieu est plus riche en azote. Aux 8e et 13e jours d’incubation on effectue une mesure d’activité 
enzymatique. Pour cela deux disques de cellulose colonisés sont immergés dans 15 cm3 de milieu 
contenant 10 cm3 de solution-tampon PB3 et 1,66 ‘A d’asparagine, auxquels est ajouté 1 cm3 de 
toluène. Après 21 heures à 49” on procède à la distillation. Les témoins sont effectués avec des 
disques de cellulose préalablement maintenus pendant 20 minutes à 100”. L’activité de l’asparaginase 
exprimée en volume d’ammonium N/25 variait pour l’ensemble des traitements entre 0,16 et 
O136 cm3. D’autres mesures effectuées en l’absence de toluène, sur des cultures réalisées en milieu 
liquide, sont rapportées au tableau 36; les résultats sont compris entre 0,OO et 0,18 cm3 d’ammonium 
N/25. Ces valeurs peu élevées montrent que les microorganismes responsables de la dégradation 

Quantité 
de nitrate 

dans le milieu 
de culture 

Absence d’humus 
dans le milieu 

de culture 

P&ence 
de 1 % 

d’humate calcique 
dans le milieu 

de culture % 
1 0 0,025 0,05 031 02 0,13 0,08 0,oo 0,04 - 0,02 os1 0,16 0,18 0,04 --- 

Tableau 36. - ActivitE enzymatique de cultures de cellulolytiques. Les 
cultures sont obtenues dans des milieux contenant 1 ‘A de cellulose en 
poudre, 1 % de calcaire, 5 % de solution saline de Winogradsky, 0,02 % 
de terre et differentes quantites de nitrate de potassium; ces milieux 
renferment ou non de l’humus. 100 cm3 de milieu sont mis dans une 
fiole d’Erlenmeyer de 500 cm3; après 7 jours d’incubation a 30° on effectue 
une mesure de I’activite de I’asparaginase. Pour cela 5 cm3 de milieu 
sont mélangés avec 10 cms de solution-tampon PB3 contenant 25 % 
d’asparagine; après 21 heures à 49” on procéde a la distillation. Les 
resultats sont rapportés en cm8 d’ammonium N/25. 
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de la cellulose n’ont pas synthétisé d’asparaginase. Il est donc peu probable qu’ils soient directement 
responsables de l’augmentation d’activité de I’asparaginase observée dans certains sols après addition 
de cellulose. 

Cette hypothèse est corroborée par le fait que l’augmentation d’activité de l’asparaginase n’est 
pas proportionnelle à la production de gaz carbonique, laquelle passe rapidement par un maximum 
puis diminue, alors que l’activité de l’asparaginase continue à s’élever (fig. XLIX, L et LV). On 
doit également signaler, en accord avec ceci, que l’activité de l’asparaginase est peu modifiée (fig. 
LIV) lorsque la cellulolyse est amplifiée par une addition complémentaire d’azote. 

2. Fixateurs de l’azote moléculaire : A la cellulolyse fait normalement suite une activité fixatrice 
d’azote moléculaire qui se développe grâce aux produits d’hydrolyse de la cellulose. Ceci peut 
être facilement observé sur les milieux solides pour cellulolytiques, où les Azotobacter apparaissent 
sur le papier en voie de dégradation. II est cependant peu probable que dans le sol enrichi en cellulose 
les fixateurs d’azote soient responsables de l’augmentation d’activité de l’asparaginase, car celle-ci 
débute en même temps que la cellulolyse. 

Des mesures ont été effectuées aux 2e, 3e, 6e et 8e jours d’incubation dans un milieu liquide 
renfermant 1 ‘A d’amidon, 5 % de solution saline de Winogradsky et 0,05 ‘A de terre destinée à l’ense- 
mencement. 200 cm3 de ce milieu sont mis dans une fiole de Roux d’une capacité de 1 litre, disposée 
horizontalement à l’étuve. Dans une deuxième fiole, 3,2 % d’humate calcique sont ajoutés au milieu. 
Les Clostridium pastorianum et les Azotobacter chroococcum envahissent rapidement ces milieux. 
5 cm3 de milieu sont prélevés, mélangés avec 1 cm3 de toluène et 10 cm3 de solution-tampon PB3 
contenant 2,5 % d’asparagine. Un témoin est effectué avec le milieu préalablement maintenu pendant 
30 minutes à 100”. Après 21 heures à 49”, on procède à la distillation; l’activite de l’asparaginase 
rapportée en volume d’ammonium N/25 est de 0,29 cm3, elle est donc faible. 

La mesure de l’activité de l’asparaginase a également été effectuée sur du mucus d’dzotobacter 
chroococcum. La totalité du mucus recouvrant entièrement une boîte de Pétri de 10 cm de diamètre 
donne dans les conditions précédentes de mesure 1,3 cm3 d’ammonium N/25. Cette activité enzyma- 
tique semble encore trop faible pour rendre compte de l’augmentation d’activité de l’asparaginase 
observée dans certains sols enrichis en cellulose. On ne peut cependant exclure la possibilité de 
son intervention au moins dans la phase finale de cette augmentation d’activité. 

Quantité 
de nitrate 

dans le milieu 
de culture 

% 
0 
0,025 
0,05 

;; 
-_-~- -- - 

-~ - 
Presence 

Absence d’humus de 2 % 
dans le milieu d’humate calcique 

de culture dans le milieu 
de culture 

0,05 0,30 
0,69 1,34 
2,80 2,00 
1,28 3,20 
0,96 7,78 

-. 

Tableau 37. - Activité de l’asparaginase dans différentes cultures micro- 
biennes. Ces cultures sont obtenues dans des milieux contenant 2 % 
d’amidon, 2 % de calcaire, 10 % de solution saline de Winograsdky, 
0,02 % de terre et M&entes quantités de nitrate de potassium; ces 
milieux renferment ou non de l’humus. 100 cm8 de milieu sont mis 
dans une fiole d’Erlenmeyer de 500 cms; après 4 jours d’incubation 
à 30’ on effectue une mesure de l’activite de l’asparaginase. Pour cela 
5 cm3 de milieu sont melanges avec 10 cm3 de solution-tampon PI33 
contenant 2.5 % d’asparagine; après 21 heures à 49’ on procède à la 
distillation. Les résultats sont rapportés en cm3 d’armnonium N/25. 
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On doit en outre signaler ici des mesures réalisées à partir de milieux contenant de l’amidon 
et des quantités croissantes de nitrate de potassium (0,0,025 ‘A, 0,05 ‘/& 0,l ‘% et 0,2 ‘/$, ces milieux 
renfermant ou non de I’humate de calcium. Les résultats de ces mesures sont rapportés au tableau 
37; ils traduisent une influence favorable du nitrate et de l’humus sur la production d’asparaginase. 
En l’absence d’azote, les Clostridium yastorianum et les Azotobacter chroococcum sont présents 
simultanément; comme précédemment ils donnent lieu à une très faible activité enzymatique. 
Dans les milieux contenant 0,025 % de nitrate de potassium, la production d’asparaginase est dejà 
mesurable; les Clostridium et les Azotobacter y sont présents à côté d’autres microorganismes. 
Dans les milieux contenant davantage de nitrate l’activité de l’asparaginase est encore plus élevée; 
on n’y observe plus de fixateur. II résulte de ces mesures et de celles qui précèdent que la participation 
des fixateurs d’azote à l’activité de l’asparaginase des sols pourrait être nulle ou très réduite. 

3. Humivores : Comme cela a été établi au moyen du carbone marqué (109/ p. 142), la dégra- 
dation d’une substance organique facilement décomposable ajoutée au sol, a pour effet d’accélérer 
l’oxydation de la matière organique du sol. Or l’augmentation d’activité de l’asparaginase observée 
dans les sols enrichis en cellulose ne serait pas due, d’après les résultats précédents, à une production 
de cette enzyme par les cellulolytiques; elle pourrait donc dépendre de l’activité microbienne d’oxy- 
dation de la matière organique du sol, ce qui conduit à rechercher l’activité de l’asparaginase chez 
les microorganismes humivores. 

Un milieu solide au gel de silice renfermant 2,7 % d’humate calcique, 5 % de solution saline 
de Winogradsky, 1 % de calcaire et quelques milligrammes de terre saupoudrés à la surface du 
gel, se recouvre de petites colonies blanches espacées d’Actinomycètes signalées par IX. DIDIER 

DE §AINT-AMAND (24). Ces colonies apparaissent en 3 jours, leur nombre croît pendant une quinzaine 
de jours mais elles demeurent :de petite taille. Le nombre et la taille des colonies ne sont pas affectés 
par la présence de nitrate de potassium ou de sulfate d’ammonium ajoutés à la dose de 0,l %. La 
totalité des colonies d’Actinomycètes d’une boîte de Pétri de 16 cm de diamètre, ayant séjourné 
pendant 1 mois à l’étuve a été mise en suspension dans 10 cm3 d’eau. Une mesure de l’activité 
enzymatique a été effectuée comme précédemment, à partir de 5 cm3 de cette suspension auxquels 
ont été ajoutés 1 cm3 de toluène et 10 cm3 de solution-tampon PB3 contenant 2,5 % d’asparagine. 
La production d’ammonium dans ces conditions était de 0,05 cm3 N/25, en 21 heures à 49”; elle 
correspond à une activité enzymatique nulle. 

Dans le but de déterminer si l’activité de la microflore humivore subissait l’influence de la 
cellulolyse, un disque de cellulose de 9 mm de diamètre et 1 mm d’épaisseur a été déposé à la surface 
du milieu renfermant 0,l % de nitrate de potassium. L’attaque de ce disque est très avancée au 
1 le jour d’incubation, mais ceci ne modifie pas la densité ou la dimension des colonies d’Actino- 
mycètes à la surface du gel. Aucun des 3 groupes de microorganismes étudiés ne semble donc impliqué 
dans l’augmentation d’activité de l’asparaginase observée dans les sols enrichis en cellulose. 

L’aptitude du sol à présenter une activité enzymatique accrue lorsqu’il a été incubé à 30” 
après addition de cellulose, n’est pas constante au cours de l’année. Ainsi les échantillons PJA 
et 6JA prélevés au même endroit, à quelques mois d’intervalle, se comportent différemment : alors 
que l’incubation du sol enrichi en cellulose provoque une augmentation d’activité de l’asparaginase 
dans le premier échantillon, elle est sans effet sur le deuxième. En outre, la production de gaz carbo- 
nique au cours des premiers jours d’incubation dans le deuxième échantillon enrichi en cellulose est 
semblable à celle des terres qui ne reçoivent pas de cellulose. Elle décroît régulièrement : l’attaque 
de la cellulose n”a donc pas eu lieu. 
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Les mesures rapportées au tableau 38 montrent que l’aptitude du sol à accroître son activité 
enzymatique a pu être restaurée par le lavage. La terre enrichie ou non en cellulose et incubée à 
30” est quotidiennement lavée par une même quantité d’eau; l’eau utilisée est soit réemployée, soit 
chaque fois renouvelée. Dans la terre non enrichie en cellulose l’activité de l’asparaginase ne subit 
pas de changement appréciable au cours de l’incubation. Dans la terre enrichie elle demeure prati- 
quement constante pendant la période où sont pratiqués les lavages quotidiens; elle augmente 
après cessation de ce traitement. Que l’eau utilisée soit ou non renouvelée, l’effet du lavage est 
le même. 

II Nombre de jours 1 1 1 1 2 3 5 6 

1.37 
1;48 

1,56 1,68 1,68 1,54 1,71 1,73 1,75 3,98 
1,39 1,68 1,60 1,60 1,71 1,51 1,68 3,68 

1,39 
1;59 

1,39 1,59 1,37 1,54 1,68 1,71 1,46 1,35 
1,68 1,93 1,51 1,17 1,51 1,71 1,51 1,40 

Traitements : 
sol + cellulose. 

sans cellulose. . . 
sans cellulose. . . 

Tableau 38. -Influence du lavage et de l’incubation du sol &TA enrichi ou non en cellulose, sur son activité! emymatique. A 200 g 
de terre auxquels ont été ou non ajoutés 2 g de cellulose en poudre, est mélangee une quantite d’eau identique à celle qui 
demeure dans le sol après lessivage puis essorage sur entonnoir de Buchner (humidité équivalente). La terre humide est mise 
à l’étuve dans une boîte de Pétri de 20 cm de diamètre. Chaque jour, sauf les 4e, 9e, lOe, Ile, 12e et 13@ jours, le sol est mis 
sur entonnoir de Buchner, lavé par 50 cm3 d’eau, puis essoré. L’eau est soit réemployke (M), soit renouvelee à chaque lavage 
(D). 15 g de terre humide sont chaque fois prélevés puis séchés à l’air. 5 g de terre sèche sont mélangés avec 15 cm3 de solution 
contenant 10 cms de solution-tampon PB3 et 1,66 % d’asparagine; aprés 21 heures à 49’ on procède à la distillation. Les 
résultats sont rapportés en cm3 d’ammonium N/25. 

Ces résultats traduisent une double influence du lavage. La première est favorable; elle résulte 
vraisemblablement de l’élimination de substances solubles qui inhibaient la cellulolyse et par suite 
l’accroissement d’activité de l’asparaginase dans le sol. La dilution de ces substances dans la même 
eau de lavage permet également l’augmentation d’activité de l’asparaginase. La deuxième influence 
du lavage est défavorable; elle pourrait être attribuée à l’entraînement de substances indispensables 
au déroulement des processus impliqués dans l’augmentation d’activité de l’asparaginase, en 
particulier de l’azote minéral nécessaire à la cellulolyse. 

L’étude de l’influence du lavage sur l’activité enzymatique du sol enrichi ou non en cellulose 
a également été conduite sur un sol de culture de Bondy (région parisienne) les mesures corres- 
pondantes sont rapportées à la figure LVI. Comme pour les sols tropicaux PJA, @A et PSB, l’incu- 
bation du sol de Bondy enrichi en cellulose provoque une augmentation d’activité de l’asparaginase. 
Lorsque l’incubation est précédée du lavage du sol par l’eau, l’augmentation d’activité de l’aspa- 
raginase est moins importante qu’en l’absence de lavage, ce qui traduit une influence défavorable 
de celui-ci. Cependant si l’on considère la durée de la période qui précède l’intensification du déga- 
gement de gaz carbonique et de l’activité enzymatique, on constate qu’elle est réduite par le lavage, 
ce qui est particulièrement marqué dans le cas de l’addition complémentaire d’azote; ceci indique 
une influence favorable du lavage. On retrouve donc ici la double influence de ce traitement précé- 
demment observée avec le sol PJA. 

Sur 24 échantillons de terre examinés, l’effet favorable d’une addition complémentaire d’azote 
nitrique sur l’activité de l’asparaginase dans le sol enrichi en cellulose, ne s’est présenté que dans 
le sol de Bondy. 
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Fig. LVI. - ACTIVITÉ DE L’ASPARAGINASE ET DÉGAGEMENT DE GAZ CARBONIQUE DANS LE SOL DE 
BONDY MAINTENU HUMIDE A 30”. INFLUENCE DE LA CELLULOSE, DU NITRATE ET DU LAVAGE DU SOL 

SUR L’ACTIVITÉ ENZYMATIQUE ET LA PRODUCTION DE CO2 
- La production de gaz carbonique est mesurée directement sur l’échantillon incubé; elle est exprimke en mg de CO2 

par 24 heures, pour 5 g de terre. 
- L’activité de l’asparaginase est mesurée sur le sol séché après différents temps d’incubation (5 g de sol sec sont mklangks 

avec 15 cm3 de solution contenant 10 cm3 de solution-tampon PB3 et 1,66x d’asparagine, 21 heures à 49O); les résultats sont 
rapport& en cm3 d’ammonium N/25. 

- Sol lavé : On fait passer à l’aide du vide, 200 cm3 d’eau à travers 200 g de terre placée sur entonnoir de Buchner; cette 
opération est effectuée ii nouveau après 30 x-mutes, puis le sol est essoré. 

- Sol non lav6 : A 200 g de sol on ajoute la quantité d’eau correspondant à l’humidité équivalente : 33 cm3. 
A- Activité de l’asparaginase; 
B - Dégagement de CO-. 

. Sol non enrichi en cellulose. 

. Sol additionné de 0,5 % de cellulose. 
o Sol addition& de 0,5 oA de cellulose et de 0,006 x0 d’azote nitrique. 
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Interprétation. 

Les mesures de l’activité enzymatique de microorganismes appartenant à quelques groupes 
physiologiques du sol, n’a pas permis d’identifier les germes responsables de l’augmentation d’activité 
de I’asparaginase observée dans les sols enrichis en cellulose. Cependant les microorganismes étudiés 
se développaient dans des milieux simples, donc très différents du milieu naturel, si bien que leur 
équipement enzymatique pouvait être lui-même différent de celui qu’ils possèdent effectivement 
dans le sol. On ne peut donc conclure avec certitude que l’asparaginase dont l’activité est mesurée 
après enrichissement du sol en cellulose, n’appartient pas à ces microorganismes. 

L’étude de l’influence de substances du sol solubles dans l’eau a permis de mettre en évidence 
l’intervention sur le développement de l’activité enzymatique du sol, de substances nutritives 
ou toxiques. Ces mesures montrent que dans le sol, l’influence de l’eau sur l’activité biologique 
n’est pas limitée au maintien d’une humidité suffisante; elle intervient également par son effet de 
lessivage ou de dilution de substances du sol. 

La présence, dans les sols, de substances fermentescibles solubles dans l’eau est rapportée par 
I.L. STEVENSON (101) et H.F. BIRCH (6), (7), (8). Ces auteurs ont montré que la dessication puis 
la réhumectation du sol amène une augmentation de la quantité de substances organiques solubles. 
La rapide minéralisation de ces substances est partiellement responsable de l’intense dégagement 
de gaz carbonique qui suit la réhumectation. L’adsorption de ces substances par le charbon debois 
amène une diminution de l’amplitude du flux de production de gaz carbonique (7), diminution 
d’autant plus accusée que la quantité de charbon de bois mélangé avec le sol est plus grande. L’effet 
défavorable du charbon de bois sur la respiration peut être rapproché de l’influence de grandes 
quantités de cellulose sur l’augmentation d’activité enzymatique, laquelle pourrait être freinée par 
l’adsorption de certaines substances du sol par la cellulose. Ce parallélisme se présente à nouveau 
lors du séchage ultérieur du sol, lequel atténue considérablement l’effet de ces deux corps. Ainsi, 
lorsque le sol PJA additionné de 5 % de cellulose est séché après quelques jours d’incubation, puis 
réhumecté, il se produit une nouvelle augmentation d’activité de I’asparaginase deux fois plus 
importante que la précédente (fig. LV). 

La production de gaz carbonique au cours du premier jour d’incubation, n’est pas affectée 
par la présence de cellulose. Les substances adsorbées par la cellulose ne représenteraient donc qu’une 
fraction peu importante de la masse totale de matières organiques solubles. 

Le lavage du sol peut, non seulement éliminer des substances organiques, mais aussi entraîner 
du nitrate. Dans le sol de Bondy qui renferme 28 p.p.m. d’azote nitrique, l’entraînement du nitrate 
est vraisemblablement intervenu dans la limitation de la cellulolyse et par suite de l’activité enzyma- 
tique. Une influence favorable du nitrate sur la production de gaz carbonique et l’activité de l’aspa- 
raginase dans le sol de Bondy enrichi en cellulose est, en effet, mise en évidence par les résultats 
rapportés à la figure LVI. 

En résumé, des substances du sol solubles dans l’eau semblent impliquées dans l’augmentation 
d’activité de l’asparaginase dans les sols enrichis en cellulose. Les résultats obtenus n’ont cependant 
pas permis de localiser l’intervention de ces substances dans le processus, ni d’établir quels sont 
les microorganismes responsables. On ne peut donc préciser dans quelle mesure l’augmentation 
d’activité enzymatique est due, d’une part, à une synthèse de l’enzyme et, d’autre part, à un accrois- 
sement de son accessibilité à l’intérieur des cellules présentes dans le sol. En outre? l’activité initiale 
de l’asparaginase et l’activité nouvelle résultant de la dégradation de la cellulose ne sont pas néces- 
sairement liées aux mêmes microorganismes. 

L’influence de la cellulolyse sur l’activité de l’asparaginase des sols est cependant intéressante 
du point de vue de la signification de la mesure. En effet l’augmentation d’activité de l’asparaginase 
peut atteindre ou même dépasser l’activité initiale (fig. XLIX, L. LVI). Or elle se produit dans 
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des conditions ecologiques ; elle est donc en rapport avec des processus dont le sol est habituellement 
le siège. Il en résulte que l’activité de l’asparaginase pourrait constituer un moyen très sensible de 
suivre ces processus dans le sol. 

vm. - ÉTUDE DE L'ACTIVITE DE L~~BPARAGINASE 
ET DE SA RÉPONSE A L'ADDITION DE CELLULOSE, 

EN RELATION AVEC LA FERTILI~ DES SOLS 

L’activité biologique des sols évaluée en relation avec la fertilité a retenu l’attention des auteurs 
dans de nombreuses études consacrées à la biologie des sols. Quelles sont les possibilités d’emploi 
des mesures enzymatiques dans cette orientation des recherches? Nous avons rapporté les obser- 
vations de H. KCEPF relatives aux fluctuations de l’activité enzymatique sous l’influence des racines, 
à sa stabilité en sol nu et à son inertie plus ou moins accusée envers les pratiques culturales. 
L’augmentation d’activité de l’asparaginase, lors de l’incubation du sol enrichi en cellulose, permet 
d’introduire un aspect dynamique dans l’étude des enzymes du sol. A la mesure de l’activité enzy- 
matique d’un échantillon pourrait ainsi être adjointe celle de l’aptitude du sol à accroître cette 
activité dans des conditions où n’interviennent pas les enzymes des racines. 

A partir de quelques sols de niveau de fertilité différent, nous avons recherché dans quelle 
mesure cet aspect dynamique apporte une information permettant une meilleure appréciation 
de la valeur de ces sols. Des tests microbiologiques ont également été réalisés dans le but de comparer 
la technique enzymatique aux techniques proprement microbiologiques. 

Sols employés. 

Les échantillons ont été fournis par le service de physique du sol des Services Scientifiques 
Centraux de 1’O.R.S.T.O.M. (BONDY). 

1. Sols provenant de la République Centrafricaine (région de Grimari) 

Sols faiblement ferralitiques sur gneiss. 
Première série de sols. Prélèvements effectués à différentes saisons : en septembre (maximum des 

pluies), novembre (début de la saison sèche) et mars (fin de la saison sèche). 
GRI/S : sous savane, pH 6,5 (sept.), 6 0 (nov.) 6,l (mars). 
GRI/C3 1 : 8 ans de culture, pH 5,X (sept.), 5,7 (nov.), 5,5 (mars). 
GRI/C2 : 4 ans de jachère sur 4 ans de culture, pH 5,9 (sept.), 6,0 (nov.), 6,0 (mars). 

Deuxième sésie de sols. 
GRI/EAl : témoin sous savane; pH 5,8. 
GRI/EAS : culture indigène améliorée avec apport de fumier; pH 5,9. 
GRI/EA6 : sol cultivé le plus dégradé; aucun apport de fumure; pH 5,3. 

Troisième série de sols. 
IV : témoin sous savane; pH 6,0. 

XXV : sol sous coton très dégradé; pH 5,5. 
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2. Sols provenant du Togo (région d’atalrpame) 

Sols noirs tropicaux sur amphibolite, sous culture de coton. La végétation climatique est la 
savane. Les échantillons P3 proviennent du meilleur emplacement de la parcelle au point de vue 
stabilité structurale; les échantillons P4 proviennent du plus mauvais emplacement. 

P3/2A : Prélèvement de 0 à 15 cm de profondeur pH 6,5. 
P3/2B : - 15à3Ocm - pH 6,4. 
P4/4A : - Oà15cm - pH 6,6. 
P4/4B : - 15à30cm - pH 6,5. 

3. Sol provenant du Sénégal (région de Casamance) 

Sol ferrugineux tropical, très sableux, cultivé depuis plusieurs années en arachide, sol épuisé. 
CAS : pH 5,l. 

Mesure de l’activité de l’asparaginase. 

Les résultats rapportés au tableau 39 montrent que l’influence favorable de l’incubation du sol 
enrichi en cellulose se manifeste dans la plupart des sols. En outre, comme cela a été observé précé- 
demment, l’addition de 5 % de cellulose a un effet nettement moins marqué que celui qui résulte 
d’une addition dix fois moins importante. Quant au lavage du sol enrichi en cellulose, préalablement 
à l’incubation, il provoque soit une élévation, soit une diminution de l’intensification de l’activité 
de l’asparaginase; on retrouve donc ici la double influence de ce traitement. L’incubation du sol 
non enrichi en cellulose, lavé ou simplement humidifié, n’affecte pas sensiblement l’activité enzyma- 
tique, à l’exception de l’échantillon GRI/S septembre. Dans les sols du Togo, l’activité enzymatique 
diminue avec la profondeur du prélèvement, ce qui est en accord avec les observations rapportées 
par de nombreux auteurs; de plus, dans l’échantillon P4, la réponse de l’activité enzymatique à 
l’addition de cellulose est plus élevée dans l’échantillon de surface que dans l’échantillon de pro- 
fondeur. La saison à laquelle le prélèvement est effectué a peu d’influente sur l’activité enzymatique 
des échantillons non traités. Par contre, l’activité enzymatique mesurée après incubation des sols 
additionnés de 0,5 ‘A de cellulose, est sensiblement affectée par la période du prélèvement dans les 
sols GRI/S et GRI/C3 1; cependant le lavage préalable du sol atténue l’influence saisonnière dans 
ces deux sols. 

Lorsque l’on considère les activités enzymatiques à l’intérieur des différentes séries de sols, 
on s’aperçoit qu’elles sont en accord avec les données concernant les niveaux de fertilité. Dans les 
échantillons du Togo le classement établi d’après l’activité enzymatique des sols non traités ou 
incubés en l’absence de cellulose, fait ressortir le maximum de différence. Dans la deuxième série 
de sols de Grimari, les plus grandes différences sont obtenues par l’incubation effectuée avec 
0,5 % de cellulose. Dans la troisième série l’effet de la cellulose n’est important qu’après lavage du 
sol. Ceci conduit, du point de vue agronomique, à adopter un indice enzymatique correspondant 
à la somme des activités mesurées, d’une part, dans les échantillons non traités et, d’autre part, 
dans les échantillons incubés après lavage et addition de 0,5 % de cellulose (tableau 39, dernière 
colonne). 
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Désignation 
de l’échantillon 

GRI/S septembre. . . . , . 
novembre.. . . . . . 
mars. . . . . . . . . . . 

GRI/C3 1 septembre. . . . . 
novembre. . . . . 
mars. . . . . . . . . 

CRI/C2 septembre. . . , 
novembre.. . . . 
mars. . . . . . . . . 

GRI/EA 1.. . . . . . . . . . . 
GRT/EA 5.. . . . . . . . . . 
GRI/EA 6. . , . . . . . . . . . 
TV .................... 
xxv ................. 
P3/2A. ............... 
P3/2B ................. 

P4/4A . . . , , . , . . . . , . . . 
P4/4B................. 
CAS.................. 

C% 

1,67 
1,53 
1,88 

1,29 
1,26 
1,24 
1,40 
1,47 
1,42 

1.32 
1,30 
0,96 

1.40 
0,92 

1,40 
1,15 
1,30 
1,lO 
0.65 

- 

T A B C AL BL CL r f BL 

-- 

2,04 3,24 2,07 7,03 
1,72 2,00 1,SS 4,50 
2,ll 2,71 2.52 6,ll 

1.27 1,47 0.98 3,89 
1,17 1,71 1,14 3,33 
0,73 1,16 0,69 3,41 

2,52 2,57 1.93 5,40 
2,32 2,64 2,31 6,32 
2.40 2,39 1,98 $20 

0,Sl 0,93 0,96 1,78 
0,85 1,14 0.83 2,77 
0,50 0,68 0,53 1,13 

1,23 1,50 1,28 3,55 
1,09 0,94 0,93 2,07 

3,so 3,03 3,13 7,16 
2,92 2,30 2,26 5,2S 

1,87 1,78 1,56 4,78 
1,29 1.19 1,21 2,70 

0,03 0,15 0,lO 0,19 
- - 

3.27 
1,74 
2,46 

0,94 
1,lS 
0,64 

2,19 
2,45 
2,ll 

0,93 
1.02 
0,48 

1,39 
0,92 

3.11 
2,22 
1,33 
1,26 

OJ.5 

6,62 
3,59 
4,03 

3,35 
2,65 
1,06 

3,36 
3.16 
2,44 

0,92 
1,&5 
0,52 

1,59 
0,90 

3,12 
2,21 

1,99 
1,17 
0,19 

4.99 
2,78 
4,00 

2,62 
2,16 
2,68 

2,SS 
4.00 
2,S0 

0,97 
1.92 
0,63 

2,32 
0.98 

3,36 
2,29 
2,91 
1.41 

0,16 

2,50 
2,02 
2,75 

2,06 
US 
1,12 

2,53 
3,03 
2,25 

0,91 
1,41 
0,64 

2,54 
1,06 

3,47 
2,51 
2,58 
1,48 
0,25 

Tableau 39. - Activife’ de I’asparagbzase dans différents sols. 5 g de sol sec $ 10 cm3 de solution-tampon PB3 contenant 
2,5 % d’asparagine: 21 heures à 49O. Les résultats sont rapportes en cm3 d’ammonium N/25. Les sols incubés ont été amenés 
B humiditk Equivalente puis maintenus pendant 7 jours à 30’ dans une fiole d’Erlenmeyer de 150 cm3 à raison de 15 g de 
sol par fiole; ils ont ensuite &é séchés puis soumis à la mesure enzymatique. T : sol témoin non traité. A : sol amen& à l’humi- 
dité Equivalente préalablement à l’incubation. B et C : sol additionné respectivement de 0,5 % et 5 % de cellulose puis amené. 
à l’humidité équivalente préalablement à l’incubation. TL, AL, BL et CL : traitements homologues dans lesquels le sol est 
non plus humecté par la quantitk d’eau correspondant à l’humidité équivalente, mais lavé sur entonnoir de Buchner par 
20 cms d’eau, essoré, puis après 1 heure lavé à nouveau par 20 cma d’eau et essor& Dans la dernière colonne (T + BL) sont 
mentionnées les sommes des activités rapportées, pour un même sol, dans les colonnes T et BL. Dans la Premiere colonne 
sont mentionnées les teneurs en carbone. 

Résultats de quelques tests microbiologiques (azote minéralisable, 
nitrification en milieu liquide et numération des fixateurs d’azote, 
tableau 40). 

L’azote minéralisable a été évalué suivant une technique très voisine de celle qui est préconisée 
par C. MOUREAUX (87). Le sol amené à humidité équivalente est maintenu à 30” à l’étuve pendant 
28 jours dans une fiole d’Erlenmeyer de 150 cm3 muni d’un bouchon à un trou. Ensuite on ajoute 
de l’eau, on agite puis centrifuge et l’on prélève une partie aliquote du surnageant qui est amenée 
à sec en présence de carbonate de soude. On reprend par le réactif phénoldisulfonique et l’ammo- 
niaque; il se développe une couleur jaune qui est comparée au moyen d’un colorimètre à celles 
d’une gamme étalon. L’azote minéralisable est représenté par la différence entre la quantité de nitrate 
contenue dans le sol après 28 jours d’incubation et la quantité initiale. 

D’après les résultats obtenus pour les cinq premières séries d’échantillons, la minéralisation 
de l’azote est plus intense dans les sols cultivés que dans les sols témoins sous végétation naturelle. 
Elle est soit amplifiée soit réduite par l’addition de calcaire, lequel amène dans tous les sols le pH 
entre les valeurs 7,0 et 7,5. Dans les sols prélevés à différentes périodes de l’année le calcaire efface 
l’influence saisonnière. Dans les échantillons du Togo la minéralisation de l’azote en l’absence 
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Designation 
de l’échantillon 

GRI/S septembre. . 
novembre. . 
mars...... 

GRI/C31 septembre 
novembre 

mars... 
GRI/C2 septembre 

novembre. 
mars..... 

GRI/EAl . . . . . . . . . 
GRIIEAS......... 
GRI/EA6 . . . . . . . . . 

IV. . . . . . . . . . . . . . . 
XXV............. 

P3/2A. . . . . . . . . . . . 
P3/2B. . . . . . . . . . . . 

P4/4A . . . . . . . . . . . . 
P4/4B . . . . . . . . . . . . 

CAS. . . . . . . . . . . . . . 

Azote Vitesse Fixateurs : 
minéralisable de nitrhîcation Azotobacter et Beijerinckia 

T 

27 
12 
14 

38 
38 
50 

49 
39 
51 

5: 
36 

13 
20 

26 
24 

20 
12 

2 

= 

Ca 

36 
35 
38 

43 

:: 

53 
51 
51 

12 
47 
27 

31 
27 

22 
22 

22 
21 

1 

1 

2 

; 

11 
10 

7 

8 

2 

; 
2 

2 
2 

11 
11 

11 
11 

0 

- 

.- 
T 

21 
9 
6 

19 

:4 

:3 
16 

8 
4 

4 
5 

:: 

16 
10 

0 

Ca 

22 
14 
16 

22 

z! 

16 
14 
19 

3 
14 

8 

14 
16 

19 
16 

:z 

0 

XI 

1 

>w 

BS 
113 

27 
58 
22 

226 
164 

41 
235 

8 

15 
54 

8P 

71 
71 

0 

T 

36 
12 
75 

20 
50 
16 

100 
200 
- 

25 
200 

15 

24 
45 

164 
136 

70 
48 

0 

Ca 

ii 
80 

10 
50 

7 

45 

115 

30 
200 

13 

12 
23 

214 
216 

ii 

0 

II- 

// 
II 

Tableau 40. - Résriltats de qaelques tests microbiologiques appliqués à des sols présentant divers niveau de fertilité. 
1 : Mesure effectuée sur l’échantillon de terre non traité. 
T : Mesure effectuée sur le sol amené à humidite équivalente puis maintenu pendant 28 jours à 30°. 
Ca : Mesure effectuée sur le sol additionné de 2 % de COWa, amené à humidité équivalente puis maintenu pendant 28 jours 
à 300. 
Dans les colonnes où sont mentionnés les fixateurs d’azote, les nombres en italique correspondent au genre Azotobacter, les 
autres au genre Beijerimkia. 

de calcaire est en accord avec l’indice enzymatique. Dans ces sols l’addition de calcaire a pour 
effet de rapprocher toutes les valeurs, lesquelles ne traduisent plus ni l’emplacement ni la profondeur 
du prélèvement. La minéralisation de l’azote est nulle dans l’échantillon CAS. 

L’activité nitrifiante a été mesurée suivant la technique de J. KAUFFMANN et Mlle. G. BOQUEL (61). 
Une suspension de sol est préparée par agitation mécanique alternative de 15 minutes, dans un 
tube à vis de 25 cma, de 2 g de terre et 20 cm3 d’eau en présence de deux billes de verre ce qui détruit 
les agrégats. 2 cm3 de cette suspension sont ajoutés, dans une fiole d’Erlenmeyer de 100 cm3, à 25 cm/ 
de milieu renfermant 200 mg de sulfate d’ammonium, 50 cm3 de solution saline de WINOGFCADSKY 

et 10 g de calcaire par litre. On suit tous les deux jours l’apparition puis la disparition des nitrites 
au moyen du réactif de GRIESS. Les résultats rapportés au tableau représentent la somme des valeurs 
obtenues en faisant respectivement la différence à 12 et à 30 du nombre de jours écoulés, d’une 
part, avant l’apparition des nitrites et, d’autre part, avant leur disparition. 

La nitrification est généralement très faible ou seulement faible (sols du Togo) dans les sols 
non incubés, peut être à cause du stockage prolongé de ces échantillons récoltés depuis 18 mois. 
L’incubation préalable des sols enrichis en calcaire augmente généralement très fortement l’activité 
nitrifiante, sauf dans les échantillons GRI/EAl et GRI/EA6 où les valeurs demeurent faibles ainsi 
que dans le sol CAS où la nitrification est nulle. Le classement de ces trois sols est identique à 
celui qui est obtenu au moyen de l’indice enzymatique. Les mesures effectuées sur les échantillons 
prélevés à différentes saisons et sur les sols GRI/EAl, GRI/EAS et GRI/EA6 montrent que la 



104 M. MOURARET - CONTRIBUTION A L'lhJDE DE L'ACTIVITÉ DES ENZYMES DU SOL 

mise en culture a un effet favorable sur l’activité nitrifiante, ce qui avait également été observé 
lors de la mesure de la minéralisation de l’azote. 

La numération des fixateurs d’azote des genres Azotobacter et Beijerinckia est effectuée sur un 
même milieu solide preparé à partir de silicosol suivant la technique exposée antérieurement. Le 
silicosol est mélangé à volume égal avec un milieu renfermant 100 cm3 de solution saline de 
WJHOGRADSKY, 20 g de glucose et 20 g de calcaire par litre. On ensemence avec 1 cm3 de suspen- 
sion de terre obtenue comme précédemment. 

Dans les sols du Togo et dans les échantillons GRI/S septembre et GRI/S novembre on trouve 
uniquement des Azotobacter; la croissance rapide des colonies, leur étalement et leur nombre élevé 
empêchent l’apparition éventuelles des colonie de Beijerinckia. Dans tous les autres sols ce sont 
les Beijerinckia qui dominent mais on trouve également des Azotobacter en très petit nombre. Le 
fait que les fixateurs d’azote les plus nombreux ne soient pas les mêmes dans les différents échan- 
tillons du sol GRI/S et la variabilité de la teneur en carbone dans ce sol semblent traduire l’hété- 
rogénéité de la parcelle oh sont effectués les prélèvements. Contrairement aux nitrificateurs, les 
fixateurs d’azote sont généralement peu affectés par l’incubation préalable du sol. Cependant dans 
le sol P3 l’incubation, surtout lorsqu’elle est effectuée après addition de calcaire, a pour effet 
d’augmenter considérablement le nombre de germes fixateurs, ce qui permet de mieux différencier 
ce sol de l’échantillon P4 en accord avec les résultats des mesures enzymatiques et de stabilité 
structurale. 

Discussion. 

Le rôle des microorganismes dans le sol réside essentiellement dans leur action minéralisatrice, 
laquelle permet le maintien de la vie à la surface du Globe; un autre aspect très important de l’activité 
des microorganismes réside dans l’élaboration des substances humiques. Le type d’humus (Mull, 
Mor, Tourbe) étant sous la dépendance des facteurs pédogénétiques (végétation, roche mère, climat), 
on peut s’attendre à ce que l’influence de ces facteurs se traduise également dans les populations 
microbiennes. C’est ce que montrent les études de D. LAVERGNB (72) et Y. DOMMERGUBS (25). D’autre 
part, de la conservation des substances humiques dans le sol dépend le maintien du niveau de ferti- 
lité. Les mesures de l’activité microbienne devraient donc permettre d’évaluer celui-ci et de suivre 
les changements qui y sont apportés sous l’influence des pratiques culturales. C. MOUREAUX (88) 
propose un indice de fertilité basé sur la combinaison des résultats de trois techniques microbiolo- 
giques: azote minéralisable, richesse minérale évaluée par 1’AspergiZZu.s niger et consommation du 
glucose dans le sol; l’auteur obtient une excellente corrélation entre la valeur de l’indice et le poids 
de récolte en pots. Quelques possibilités offertes par cette orientation agronomique des études 
de microbiologie du sol sont présentées par P. MANIL (75). D’après l’auteur, « juger de la valeur 
agricole actuelle d’un sol par voie microbiologique ou biochimique constitue une « méthode d’ap- 
proche » qui en vaut bien d’autres et qui, c’est le moins que l’on puisse dire, ne risque que de donner 
un complément très sérieux d’informations ». 

Cette notion de « méthode d’approche » traduit, au moins partiellement, l’insuffisance des tech- 
niques mises en œuvre. En effet, seules les mesures de la production de gaz carbonique ou d’azote 
minéralisable concernent l’activité réelle des microorganismes dans le sol; mais elles n’apportent 
qu’une information globale. Les autres techniques mettent en jeu des perturbations apportées au 
milieu naturel; elles font appel à la prolifération des microorganismes, soit dans le sol où sont ajou- 
tées des substances fermentescibles, soit sur des milieux électifs où est ensemencé le sol. 
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Il apparaît donc que l’étude des activités de la microflore dans les sols, pose du fait de la 
complexité du milieu des problèmes de technologie. A cet égard les mesures enzymatiques se situent au 
niveau des activités microbiennes au sein même du sol. Elles ne font pas appel à une multiplication 
de cellules. Les mesures effectuées sur quelques sols présentant divers niveaux de fertilité montrent 
que l’indice enzymatique représenté par la somme des activités de l’asparaginase mesurées, d’une 
part, dans le sol non traité et, d’autre part, dans le sol additionné de 0,5 % de cellulose puis incubé 
pendant 7 jours à 30”, permet de différencier d’une manière satisfaisante les sols examinés. Cette 
valeur semble sinon plus étroitement, du moins plus généralement en accord avec les données rela- 
tives a la fertilité que les valeurs obtenues par les autres techniques biologiques employées. Dans le cas 
des échantillons IV et XXV, seul l’indice enzymatique permet un classement conforme à la fertilité. 



CONCLUSION 

L’utilisation des techniques enzymatiques dans l’évaluation de l’activité biologique des sols 
s’est généralisée depuis une dizaine d’années. La plupart de ces techniques sont d’une grande 
facilité d’emploi; elles présentent en outre l’avantage de situer la mesure au sein même du sol sans 
modifier le paysage microbien par multiplication des cellules. Divers auteurs ont formulé l’hypothèse 
suivant laquelle les enzymes s’accumuleraient dans le sol par adsorption après la lyse des cellules, si 
bien que l’activité enzymatique ne concernerait que partiellement les microorganismes vivants au 
moment de la mesure. 

L’étude de l’activité enzymatique des sols que nous avons effectuée a porté sur l’asparaginase, 
enzyme très peu étudiée dans les sols et dont l’activité est mesurée au moyen d’un dosage commode 
et sûr, celui de l’ammonium. Cette étude répond à deux objectifs : d’une part, déterminer si l’aspara- 
ginase dont l’activité est mesurée dans les sols s’y trouve soit accumulée par adsorption, soit liée aux 
structures cellulaires des microorganismes, d’autre part, rechercher des relations entre la mesure 
enzymatique et l’activité de la microflore. 

L’accumulation de l’asparaginase hors des cellules, dans le sol, semble infirmée par l’étude 
comparative de l’asparaginase de levure, étude concernant, d’une part, la stabilité au séchage et 
l’élution de l’asparaginase adsorbée dans les sols à partir d’une préparation privée de cellules et, 
d’autre part, l’influence du nitrate sur l’activité de l’asparaginase de cellules intactes de levure. Le 
comportement de l’enzyme du sol est semblable à celui de l’asparaginase des cellules; il est par 
contre différent de celui de l’asparaginase adsorbée. 

La dégradation de la cellulose dans les sols amène généralement une augmentation d’activité 
de l’asparaginase qui commence à se manifester au début de la cellulolyse et peut atteindre ou même 
dépasser l’activité enzymatique initiale. Cette augmentation d’activité se produit dans des conditions 
très écologiques; elle est donc en rapport avec des processus dont le sol est habituellement le siège. 
Il en résulte que la mesure de l’activité de l’asparaginase peut constituer un moyen de suivre l’activité 
des microorganismes dans le sol. 

La mesure de l’activité de l’asparaginase dans les sols enrichis en cellulose a permis de mettre 
en évidence des substances inhibitrices de l’activité microbienne, pouvant être éliminées par lavage 
du sol. Des substances nutritives, en particulier l’azote nitrique, sont également entraînées par 
l’eau; l’action du lavage est donc double, dans quelques sols l’effet dépressif est le plus important. 

La possibilité d’effacer par le lavage du sol une influence passagère est un facteur intéressant 
quant à l’utilisation pratique de la mesure de l’activité de l’asparaginase. Dans le cadre d’études 
microbiologiques orientées vers l’agronomie, il importe non seulement de rechercher des indications 
qui soient en rapport avec la fertilité, mais également de supprimer les perturbations représentées par 
les fluctuations saisonnières. Comparée à d’autres mesures biologiques telles que l’azote minérali- 
sable, la nitrification en milieu liquide, la densité des fixateurs d’azote, l’activité de l’asparaginase 
reflète d’une manière plus constante que celles-ci les niveaux de fertilité. 
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