Sur l'équilibre d'oxydoréduction des oxypurines
Sabina Filitti
Lu avec liregratuitement.com, la bibliothèque des livres libres et gratuits.
Sur l'équilibre d'oxydoréduction des oxypurines
Il n’existe encore que très peu de données sur la variation d’énergie libre correspondant aux synthèses des constituants cellulaires. Pendant longtemps on s’est contenté de baser les théories du métabolisme sur de simples bilans thermochimiques. Un schéma de métabolisme était considéré comme valable lorsque la somme des réactions impliquées correspondait à un dégagement de chaleur. On peut dire que cette application du principe de Berthelot, malgré les réserves qu’on doit faire du point de vue théorique, était le plus souvent justifiée et que l'existence d’un métabolisme endothermique, c’est-à-dire de réactions, absorbant la chaleur sans compensation simultanée par d’autres réactions exothermiques, constitue une exception.
Outre qu’une telle exception peut être importante, la détermination des variations d’énergie libre, et non plus interne, des réactions, devient nécessaire dès que l’on apporte quelque précision à la recherche des conditions énergétiques de l’évolution des substances dans les organismes. Certaines étapes de cette évolution semblent, en effet, d’après les plus récents travaux, correspondre à des réactions d'équilibre. En d’autres termes, l’irréversibilité, qui marque si nettement l’ensemble du chimisme cellulaire et correspond à sa forte exothermie, ne se retrouve pas à tous les stades du métabolisme; et on peut penser que ce sont précisément les étapes réversibles qui sont les plus intéressantes parce que ce sont elles qui assurent la constance de la composition cellulaire.
Pour ce genre de recherches, la détermination précise des énergies libres des réactions du métabolisme s'impose. Or elle n’a été effectuée jusqu'ici que pour l'oxydation de l’acide succinique en acide fumarique et celle de lPacide lactique en acide pyruvique.
Le développement de la statique biochimique pourrait être rapide si Pon disposait plus généralement d'installations permettant la mesure des chaleurs spécifiques aux basses températures. On sait qu’en appliquant le principe de Nernsr, on peut alors déterminer, sans difficultés particulières, les entropies et par conséquent les énergies libres de formation de tous les corps. Mais, les biochimistes sont, à ce point de vue, tributaires de quelques laboratoires spécialisés.
C’est pourquoi, on a eu recours, dans les deux cas précédemment cités, à une méthode plus accessible.
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Quand on connaît un catalyseur susceptible d'effectuer la mise en équilibre des divers constituants de la réaction, la détermination de l'énergie libre se ramène à un problème analytique. Celui-ci est généralement peu aisé à résoudre, mais dans le cas des réactions d’oxydation et de réduction, on sait écarter la difficulté en mesurant, directement, le travail produit par la transformation chimique. ;
Cette mesure n’est évidemment possible que si l’on a affaire à des corps électroactifs, c’est-à-dire susceptibles d'échanger des charges électriques avec une électrode inerte. Mais on peut encore appliquer la méthode si l’on dispose d’un catalyseur mettant en équilibre les constituants non électroactifs d’une réaction avec des corps jouissant de l’électroactivité. Et c’est ainsi qu’avaient. pu être mesurés les potentiels d’oxydation des acides succinique et lactique.
C'est cette méthode que j'ai utilisée à mon tour pour déterminer les «20nstantes d'équilibre entre la xanthine, Phypoxanthine et l’acide mrique. la connaissance des conditions dans lesquelles ces oxypurines se transforment les unes en les autres me paraît être une contribution à l’étude de la synthèse et du sort des purines-dans les cellules. Elle présentte en ‘outre un intérêt purement physicochimique. |
A ce dernier point de vue äl est remarquable que lon ait encore peu de données sur l’énergie libre d’oxydation des divers groupements, même parmiles réactions qui ne sont pas spécialement impliquées dans le métabolisme. Quant à l’influence des substitutions sur le potentiel d’oxydation, elle n’a été étudiée systématiquement que dans un très petit nombre de cas.
En ce qui concerne les oxypurines. on n’avait fait jusqu'ici que des mesures thermochimiques. L'application de la méthode électrométrique m’a permis cle déterminer les potentiels d'oxydoréduction de ces corps après une assez longue série d'essais. La méthode est en effet soumise à certaines restrictions :
Le catalyseur qui met en ‘équilibre le système électroactif auxiliaire avec le système non électroactif à étudier est une diastase qui ne peut donc agir que dans ‘un certain ‘domaine d'activité des ions H+ des solutions. Ce domaine ‘est restreint encore par les conditions de solubilité des oxypurines et surtout par la nécessité inhérente à la méthode de disposer d’un système électroactif auxiliaire dont le potentiel normal soit très voisin de celui du système à étudier. Enfin, il s’est trouvé que le potentiel d’oxydo-réduction des oxypurines «st situé au voisinage de la zone de surtension de l'hydrogène qu’on me ‘saurait dépasser sans rendre les mesures illusoires.
Il a donc fallu opérer dans des conditions bien définies. Mais wme “fois ces conditions établies, il a été possible de faire ‘des mesures reproductibles qui ne laissent aucun doute sur la réversibilité des oxydations successives ‘de lhypoxanthine.en xanthine et de la xanthine.en acide urique.
Ges recherches ont été effectuées à l’Institut de Biologie physicochimique, dans le laboratoire de M. René Wurmser qui m’a suggéré ce travail, m’a donné tous les conseils et les moyens pour le mener à bonne fim, et à qui Jetiens à exprimer toute ma gratitude. Je ne saurais assez dire combien ma ‘tâche :a été
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facilitée par l’expérience et par l’obligeance toujours amicale de M. Louis RAPKINE.
Je suis heureuse de pouvoir remercier M. DELÉPINE qui m’a permis de disposer d'hypoxanthine préparée autrefois par E. Fiscuer, Mlle E. LE BRETON qui m'a également fourni une certaine quantité de ce corps préparée par elle. Je dois à l’obligeance de M. Nicroux d’avoir pu faire contrôler dans son laboratoire de microanalyse certains des produits employés.
Je tiens aussi à exprimer toute ma reconnaissance à MM. Jean PERRIN et Georges URBAIN pour l’accueil si bienveillant que j'ai toujours trouvé auprès d’eux.
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DÉTERMINATION ÉLECTROMÉTRIQUE DU POTENTIEL D'OXYDO-RÉDUCTION D'UN SYSTÈME NON ÉLECTROACTIF
1. Principe de la méthode. — La méthode employée dans ce travail est essentiellement celle qui a servi tout d’abord à QuasreLz et WHETHAM (?) ainsi qu'à THUNBERG (1) à mesurer le potentiel du système acide succinique &° acide fumarique et à Wurmser et N. Mayer-ReïcH (!%) à mesurer celui du système acide lactique +7 acide pyruvique.
Ces acides ne sont pas capables d'échanger des charges avec une électrode inerte. Ils ne sont pas électroactifs selon l’expression de Wurmser (*). En d’autres termes si nous désignons par AH, les acides succinique ou lactique, Phydrogène libéré de ces acides au cours de l’oxydation
AH; À LH. (P) n’est pas en équilibre avec les ions H+ suivant l'équation H, 2 2H+ + 2e, (II)
e représentant l’électron. Il en résulte que si l’on plonge dans un mélange de
AH, et de A une électrode inerte, son potentiel n’est nullement défini par le
rapport des activités de AH, et À dans le mélange et ne peut servir à mesurer Paffinité de A pour H..
On peut cependant mesurer cette affinité par la méthode électrométrique :
Il suffit, en principe de faire réagir le système non électroactif AH,, A au
moyen d’un catalyseur convenable avec un corps électroactif X qui est, lui, en
équilibre d’oxydo-réduction avec son produit de réduction XH,. On a la suite
de réactions : AH, + X 2 A + XH,, (III) XH, 2 X + 2H+ + 2e. (IV)
La détermination du potentiel d’une électrode inerte plongée dans le mélange en équilibre AH,, A, XH,, X permet alors la mesure de la constante d’équilibre de la réaction (V) :
Ut K — [AH] LH]. (V)
En effet, si nous considérons l’ionisation de l’hydrogène, on a : [He _ K (D
2j" LH
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et te] = \/Ra (al, (VI)
Kx étant la constante d'équilibre et [e] l'activité électronique du système, en traitant l’électron comme une molécule d’un gaz parfait. Par convention, on donne à Kn d'ans l'équation (VIF) la valeur 1. Il en résulte que st l'on plenge une électrode inerte dans un milieu dent l’activité électronique est [e]: son petentiel par rapport à l’électrode d'hydrogène normale pour laquelle [H,] — [H+] = 1 a pour expression En = — NT nie) (VID) où Rest la constante des gaz, soit 8316 joules-degré, T la température absolue, F le Faraday, soit 96500 eoulombs équivalent, le signe choisi étant lui aussi conventionnel. | 4 En portant dans l'équation (VIII) l’activité [ek, déduite de léquihbre (IV), on obtient læ relation :
RT,, [XH;]
Ex — Eox: — 3 In
RT ! _… BAD MS (AX
où E,; est ce que l’on appelle le potentiel normal du sy stème X = XH.. Si l’on connaît pour une solution du système XH, &° X + H, dont lactiv ité
en ions H+ est donnée, la variation du potentiel en fonction du rapport Er
on peut calculer, à partir du potentiel du mélange en équilibre et de son activité
XH
Er 2) et Lama d’après la quantité initiale
de AH,, en supposant, pour le moment, que les activités des constituants
peuvent être confondues avec leurs concentrations.
en ions H+, la valeur des rapports
Une fois calculé le rapport Lee), il ne reste plus pour obtenir K d’après
l'équation (V} qu'à déterminer l’activité de l'hydrogène [H,]. Or, cette activité.
se déduit immédiatement du potentiel mesuré, en substituant dans l'équation
(VIII) la valeur de [e], déduite de l'équation (VID), c’est-à-dire en écrivant l'équation de Nernsr de l’électrode d'hydrogène
Y RAT
9 + 2pH,
qu correspond à la transformation de {n [H*]et de {n [H,] en logarithme à base 10.
On connait maintenant tous les termes de l'équation (V) et l’on obtient ainsi le potentiel normal du système AH, & A.
En fait, le corps électroactif peut être considéré comme un simple intermédiaire entre le système non électroactif et l’électrode. On peut donc écrire simplement les équations (IT) et (IV) sous la forme
A SA + 2H + 2, (XI
XX + de 7 >. (XIT)
soit en substituant dans lPéquation (VIIT) la valeur de [e] tirée de l’équilibre (X 1) :
RT 1 AH RT { = Be 55" 64343 LE Eire 02848 24 eau E, est le potentiel normal du système AH, € A.
Ce mode de représentation est plus satisfaisant, non seulement, comme la montré MAnsFiEL» CLARK, en ce qui concerne le corps électroactif, mais aussi en ce qui concerne le corps non électroactif AH,, selon la conception de G. URBAIN (5).
Parexemple,dansle cas de l'oxydation de l’acide lactique au lieu de considérer que les 2 atomes d'hydrogène qu'il perd en se transformant en acide pyruvique, passent à l’état neutre dans le corps intermédiaire électroactif, et que dans ce corps seulement ils sont capables de s’ioniser, il est plus conforme aux principes de lélectronique, d'admettre que dans lacide lactique ils sont déjà à l’état d’ions, mais dissimulés.
On écrira alors l'ion de Pacide lactique de la manière suivante :
4 AT , CO; se (H+)/ No(H+)
C’est le carbone de la fonction alcool secondaire qui fournit les 2 électrons; son électrovalence s'accroît de 2 unités au cours de l'oxydation.
2. Conditions pratiques d'application de la méthode. — Ainsi, la détermination d’un équilibre d’oxyde-réduction AH, 7” A entre corps non électroactifs, comme sont l’hypoxanthine, la xanthine et Facide urique suppose la recherche préliminaire. d’un catalyseur convenable et d’un intermédiaire électroactif approprié. Nous examinerons successivement les conditions générales auxquelles doivent satisfaire ces deux agents: 7
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a) Corps électroactif. — Le système intermédiaire n’atteint RSR son équilibre avec le système AH, € A que si cet équilibre ne pare ne à un rapport extrêmement faible de la forme oxydée X à la forme réqui e : . sinon quand la concentration de X devient très petite, la vitesse d’oxydation
s’annule pratiquement et le potentiel mesuré ne correspondrait qu'après un temps considérable à l’équilibre entre les systèmes X+ 2 X— et AHSA
En outre, une électrode inerte plongée dans un système oxydoréducteur très éloigné de son potentiel normal n’a un potentiel défini que si la concentration de ce système est suffisamment importante. Or le système X+ 2 X— doit se trouver en très petite quantité pour ne pas inhiber le catalyseur quand celuiei se trouve être une diastase.
En définitive il est nécessaire de disposer d’une série de systèmes électro-
SUR L’ÉQUILIBRE D'OXYDORÉDUCTION DES OXYPURINES g
actifs afin d’en choisir un dont le potentiel normal soit peu différent de celui du système non électroactif étudié.
Les indicateurs de potentiel d’oxydoréduction constituent une telle série. Ces indicateurs sont constitués par des corps en équilibre d’oxydoréduction ayant une couleur différente, suivant qu’ils sont oxydés ou réduits.
Leur variation de couleur, au voisinage de leur potentiel normal, peut servir à déterminer le potentiel d’oxydoréduction d’un milieu, pourvu que ces corps soient employés toujours à une concentration assez faible pour ne pas déplacer l’équilibre de ce milieu. C’est là le principe de la détermination colorimétrique des potentiels d’oxydo-réduction, au moyen de ces indicateurs.
MANSsFiELD CLARK a étudié toute une série de colorants électroactifs, devenant incolores par réduction, et a tracé à divers pH les courbes représentant les potentiels en fonction du pourcentage de forme réduite.
À cette série d'indicateurs d’oxydo-réduction, s'ajoutent maintenant ceux étudiés par RaPpkine, Srruyk et Wurmser (1929), Micuagurs et EAGLE (1930), MicaELis (1931), Conen et PreisLer (1931), Friepneim et MicHaezts (1931), LETorT (1932).
La figure 1 représente pour un certain nombre de ces indicateurs, dont il est question dans ce travail, les variations en fonction du pH, du potentiel (E,') correspondant à la demi-réduction de ces colorants, à 300 C.
Ces indicateurs ont rendu de très grands services dans l’expérimentation biologique. Ce n’est pas toutefois comme moyens de mesure colorimétrique du potentiel qu’ils nous intéressent ici, mais comme constituants d’une échelle de corps pouvant servir d’intermédiaires avec des systèmes non électroactifs.
b) Catalyseur. — Les catalyseurs employés pour mettre en équilibre un système oxydoréducteur non électroactif avec un système électroactif ont Jusqu'ici toujours été des diastases : la succinodéshydrase dans le cas du système acide succinique > acide fumarique, l’acide lactique-déshydrase dans celui du système acide lactique acide pyruvique. Il existe de très nombreuses préparations extraites de tissus qui catalysent le transfert de l'hydrogène sur des colorants réductibles : chacune de ces déshydrases peut en principe servir à déterminer le potentiel d’oxydation du donateur d'hydrogène correspondant. Toutefois, il faut que les préparations diastasiques puissent être obtenues avec un degré de pureté assez élevé. La multiplicité des diastases dans un même tissu a pour effet qu’en préparant une certaine déshydrase on entraine avec elle une quantité plus ou moins grande d’autres diastases susceptibles d’agir sur les constituants de la réaction étudiée et de favoriser des transformations secondaires. Par exemple la présence de fumarase trouble la mesure de Péquilibre acide succinique € acide fumarique
“00C-CH:-CH::C00- =257000:CH : CH:C007 + Hs
La présence d’une diastase oxydant l’acide pyruvique trouble de même la mesure de l’équilibre acide lactique +7 acide pyruvique.
CH3-CHOH.CO0- = CH3-CO-CO07 + H
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Il faut naturellement, pour que là méthode éleetrométrique seit applicable à la détermination de l'énergie libre d’une réaetion, que directement ow par l'intermédiaire d’un corps éleetroactif, cette réaction puisse produire des échanges de charges. C’est le cas pour l'oxydation de l'hypoxanthine en xanthineet de la xanthine en acide urique.
Ces réactions sont en effet des déshydrogénations typiques conformes au schéma proposé par WIELAND pour rendre compte des exydations de nombreux corps organiques et spécialement de tous ceux qui subissent l’autoxydation biologique. WrELAND à montré que lorsque laldéhyde acétique s’oxyde en acide acétique, il fonetionne comme un donateur d'hydrogène, pour employer l'expression introduite ultérieurement par THUNBERG. Quand on met Paldéhyde en présence de la diastase de SCHARDINGER et de bleu de méthylène, ce dernier passe à l’état de leucodérivé par fixation de l'hydrogène cédé par l’aldéhyde préalablement hydraté. Dans la suite on à trouvé de nombreux exemples d’oxydations par déshydrogénation.
En ce qui concerne les oxypurines, on sait que l'oxydation de hypexanthine et de la xanthine en acide urique est assez difficile par voie chimique, mais est facilement réalisée chez les êtres vivants, comme il résulte des travaux classiques de BuRIAN, JoNEs et SCHITTENHELM
MoRGax, STEWART et Hopkins (*) ont montré que cette oxydation se: produit en l’absence d'oxygène, quand on maintient dans des tubes vidés d’air un mélange de bleu de méthylène, de xanthine ou d’hypoxanthine et d’une certaine quantité de lait frais apportant la diastase active. On peut done écrire les réactions sous la forme suivante :
NH — Re NH — CO | | | | CH C— NE CO. C—NN I I SC + HO —_># | Ï CH -+ Ha Ne 2 COIN NH—C— N# Hypoxanthine Xanthine d. — CO NH — CO CO GC — NH, do C— NH | l ER LRO SU | SCO + Hs NH—G— N / NH — € — NH Xanthine Acide utique
Suivant la théorie de WiEkLaxD on admet qu’il y à d’abord fixation d’eau, puis scission de cette molécule dans l’hydrate intermédiaire :
NH — co NH — co NH — CO do Semen co dx do des + He | —>- Où NH—C-N# NH C—NH/X NH UNE HO
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Il est d’ailleurs évident qu’au point de vue qui nous occupe le mécanisme même de loxydation n'intervient pas. Suivant l’ancienne théorie de TRAUBE par exemple, on admettrait que la molécule d’eau est d’abord hydrolysée et que les ions oxhydriles sont les agents actifs de l'oxydation.
La seule chose qui importe ici est la possibilité d'obtenir par lPoxydation de l’hypoxanthine et de la xanthine la formation des leucodérivés d’un certain nombre de colorants.
En outre il fallait s'assurer que des équilibres autres que ceux de l’hypoxanthine avec la xanthine et de la xanthine avec l’acide urique n’ont pas une influence sensible sur le potentiel de ces deux systèmes. Ainsi Bacx et MicH- LIN (2) avaient montré que l’hypoxanthine et la xanthine présentent dans une faible mesure le phénomène de la dismutation. Selon leurs données, la constante de dismutation aurait une valeur voisine de 10.
D'autre part, WieLanD et RosENFELD (19) n’ont pas retrouvé les résultats de Bacx et Micarix. Dans ces conditions, nous avons négligé la dismutation
TECHNIQUES EMPLOYÉES
3. Purification des oxypurines. — [/hypoxanthine employée provenait pour la plus grande part d’un échantillon de ce corps préparé par E. FISCHER et dont une fraction avait servi à la détermination de la chaleur de combustion. J'ai également utilisé une certaine quantité d’hypoxanthine préparée par Mile LE BRETON.
La xanthine, du laboratoire Hoffmann Laroche, a été purifiée par la méthode indiquée par BiLrz et BECK.
Environ 20 grammes de xanthine sont dissous dans 300 cm* d’acide azotique à 30 %. La solution, après décoloration par du charbon, est laissée pendant 3-4 jours à la température de la chambre. Entre temps, la xanthine cristallise. On filtre et on lave bien les cristaux avec de l’eau.
L’acide urique, provenant de la même maison, a été dissous jusqu’à la saturation dans une solution 10-—%M de soude ; la solution a été décolorée complètement par du charbon et l’acide urique précipité avec l’acide chlorhydrique.
L’azote de l’hypoxanthine, de la xanthine et de l’acide urique, ainsi purifiés, a été dosé par micro-Dumas dans le laboratoire de M. le professeur NicLoux à Strasbourg.
Le tableau suivant indique les résultats obtenus :
Pourcentage Pourcentage Pourcentage de N pour de N pour théorique de N substance gardée la substance avant 24 heures à l’exsiccateur la dessiccation HYDOXADIDINES eee ete 41 ,1 | 40,5 40,6 DANS nee at 36,84 36,7 36,6 35,7 AO AUTIQUE RE 30,95 31,4 31,45 30,6 30,5
Les substances ont été séchées, dans l’exsiccateur, pendant 24 heures à la pression et à la température ordinaires.
4. La xanthinedéshydrase. —— La xanthinedéshydrase, grâce aux travaux de l’école de Hopkins et de WieLANpD, est la déshydrase la mieux étudiée. Elle a été découverte et extraite du lait pour la première fois par MoRGAN, StEWART et Hopxixs (1!) ; depuis lors diverses tentatives ont été faites pour la purifier.
Pour préparer la xanthinedeshydrase, j'ai utilisé la méthode de Dixon et THURLOW (5) modifiée par Dixon et Konama Ch: |
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D’après cette méthode trois litres de lait frais sont chauffés à 380 C. et mélangés avec 15 à 20 cm° de présure. Le mélange est abandonné pendant 30 minutes environ dans un thermostat toujours à 380 C.; au bout de ce temps il se forme un coagulat ; on le divise avec une baguette et à l’aide d’une passoire on sépare le petit lait.
Le petit lait, ainsi obtenu, est mélangé avec un volume égal d’une solution saturée à 380 C. de sulfate d’ammonium.
Il se forme un précipité abondant et très léger, qui se rassemble rapidement en une couche superficielle. On siphonne le liquide et le précipité est transporté sur du papier filtre et séché aussi bien que possible ; le produit sec est mis dans une capsule et trituré avec de l’éther pour en extraire les graisses. On dessèche dans le vide. On obtient environ 15 grammes d’une poudre blanche.
Il est important de faire cette préparation rapidement et de sécher vite la déshydrase pour empêcher l’oxydation par lair.
Dixon et KopamaA purifient ensuite la déshydrase par des adsorptions successives sur du charbon et du kaolin. Nous n’avons pas eu recours à cette purification parce que l’activité et la pureté de notre première préparation s’est toujours montrée suffisante pour nos expériences.
5. Technique des déterminations des potentiels. — Les mesures électrométriques ont été effectuées dans deux types différents de cellules, les unes constituées par des tubes de Thunberg, modifiés pour servir à la mesure électrométrique, comme ont déjà fait
Borsook et ScHoTT (?), les autres par des piles à pont LL capillaire de WurMser et GELOso (*). | a) Tubes de Borsook. — Un tube à essai, muni
d’un diverticule, est fermé par un bouchon rodé et prolongé à sa partie inférieure par un capillaire. Le bouchon est traversé par deux tubes minces, dont les extrémités atteignent presque le fond du tube de Thunberg et portent des électrodes de platine. Le bouchon est, en outre, percé d’un trou communiquant
avec une tubulure latérale, par laquelle on peut effec-
tuer le vide. Quant au capillaire, il est rempli d’un mé- Fig: 2. lange d’agar à 3 % dans une solution de KCI saturée à Tube de Thunberg-Borsook.
400 C. et il est plongé dans un tube à essai, dont Île diamètre est environ deux fois plus grand que le diamètre extérieur du capillaire.rempli, lui aussi, avec le même mélange d’agar et de KCI (fig. 2).
Le remplissage du capillaire et du tube à essai est effectué à 959 C. Après refroidissement, l’agar du capillaire, protégé par l’agar du tube à essai, constitue un pont conducteur, suffisamment résistant à la pression extérieure. L'ensemble constitué par le capillaire et le tube à essai est alors plongé dans une solution de KCI, saturée, en communication avec une électrode de calomel saturée.
Les tubes sont maintenus dans un thermostat à eau à 380.
Les mesures de force électromotrice sont effectuées suivant la technique
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usuelle d'opposition, à l’aide d’un potentiomètre ‘et d'un électromètre eapillaire, permettant de mesurer une F. E. M. de 0,001 volt.
b) Puiles de Wurmser et Geloso. — Ges piles closes de WuRMSER et'GELOSO sont constituées de deux tubes en verre À et B, reliés par un capillaire (fig. 3).
Dans ces piles, les mélanges électroactifs ne viennent plus en contact avec de l’agar-agar. :
En eete’,il y a deux électrodes en platine. Dans'un de ces tubes À, on met le mélange dont on veut détermi ner le potentiel, dans l’autre tube B on introduit les constituants d’une électrode de référence de potentiel constant.
Le passage du courant est assuré par lélectrolyte fixé sur la surface interne du tube À «et du capillaire. Pour que la résistance de cette couche ne soit pas trop forte, il est nécessaire d'utiliser pour la construction de l'appareil ‘un cristal facilement attaquable. Le ‘cristal Martin donne les meilleurs résultats. Afin que le courant ne passe pas entre e ét e’ par l'extérieur du tube, on enduit l’appareil extérieurement, en f et g avec un iso- Jant comme le ciment de Khotinski.
Les mesures de potentiel sont effectuées entre e et e' au moyen d’un électromètre à ‘triode.
Fig. 3. — Pile de La résistance de ces piles a été mesurée par la mé- PHARES CUEUERES, thode très commode, indiquée par R. AUDUBERT (), ‘en comptant le nombre d’éclairs d’une lampe au néon reliée
aux bornes d’un condensateur. Lie condensateur est chargé à travers la résistance à mesurer R au moyen d’un potentiomètre. La période d’allumage T ‘est
reliée à la capacité C du condensateur par la relation :
nn. Vo —Y T = CR log pe V, étant le potentiel d'allumage de la lampe, V, celui d'extinction et V, le potentiel appliqué. La résistance de ces piles varie de 10 mégohms à 30 mégohms quand la molarité du tampon et du KCI de l'élément au calomel varie de 1 M à 0,05 M. |
Thermostais. — Toutes les expériences, sauf celles destinées à la mesure:du coefficient de température, ont été effectuées à 380 + 0,1. Le thermostat à ieau servant aux mesures en tubes de Borsook est constitué par une large cuve rectangulaire renfermant à chaque extrémité une résistance chauffante contenue dans une boîte métallique. L’agitation est réalisée au moyen d’un balancier muni à sa partie inférieure d'une large palette. On peut placer dans 6e ‘thermostat un grand nombre d’électrodes à la fois.
Les tubes Taunsera-Bonsook étaient plongés dans des gros tubes à essai fixés tout le long du thermostat et remplis avec une solution saturée de-chlorure
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de potassium. Un thermorégulateur à mercure et toluène maintient la température à 380 C + 0,1.
Pour les piles closes de Wurmser et GeLoso, on ne peut utiliser un thermostat à eau à cause de l'isolement nécessaire aux mesures d’éléments à très haute résistance. J’ai employé une étuve à air chauffée électriquement.
Les mesures de potentiel étaient faites dans l’étuve même qui était mise à la terre et dans laquelle on faisait pénétrer un fil sous plomb directement réuni à la grille de la lampe électrométrique.
©) Mesure du pH. — Le pH des solutions a été mesuré à la température de 380, avec l’électrode d'hydrogène à la fin de chaque expérience et dans les.
tubes mêmes qui ont servi aux mesures de Ex, afin d’éliminer le potentiel de:diffusion.
LE CORPS ÉLECTROACTIF INTERMÉDIAIRE
G. Recherche du corps électroactif. — Pour choisir le corps électroactif susceptible de servir d’intermédiaire dans la mesure électrométrique du potentiel du système hypoxanthine <7 xanthine Z acide urique, j'ai essayé successivement les divers indicateurs jusqu’à ce que l’un d’eux fût seulement partiellement réduit en présence des 2 premières oxypurines.
On savait déjà que la xanthinedéshydrase qui est très spécifique vis-à-vis des donateurs d'hydrogène, hypoxanthine et xanthine, n’est pas spécifique vis-àvis de l’accepteur d'hydrogène ; et que presque toutes les substances réductibles, peuvent oxyder l’hypoxanthine ou la xanthine en présence de la diastase.
Parmi les réducteurs essayés par Dixon (*) se trouvaient tous les indicateurs de l’échelle de M. CLark compris entre le o-chlorophénolindophénol et le disulfonate d’indigo. L’indicateur recherché devait donc avoir un potentiel négatif plus grand que 0,125 volt.
Effectivement, j’ai vérifié au moyen de la technique de THUNBERG que l’hypoxanthine et la xanthine en présence de la xanthine déshydrase réduisent toute la série des indicateurs d’oxydo-réduction, y compris le chlorure de diméthyl-y/'-dipyridile de MicHAELIS.
En outre, J'ai suivi électrométriquement la variation du potentiel d’une électrode inerte plongée dans un milieu fortement tamponné contenant un mélange de diastase, d’hypoxanthine ou de xanthine, et de divers indicateurs d’oxydo-réduction.
Le tableau I et les courbes suivantes (fig. 4) montrent les valeurs du potentiel d’un mélange d’hypoxanthine (1 em de solution 1,47.10—2 M dans NaOH N /10), de xanthine-oxydase (solution à 1 % dans tampon M de phosphate de pH — 7,5) et de bleu de méthylène (2-10—*M) ou de phénosafranine (2-10—4 M) ou de chlorure de diméthyle-yy’-dipyridile (10 M) avec 1 em tampon de Benepicr (9 grammes de PO,NaH et 1 gramme de PO,NaH, par litre) et 2 em° de tampon de phosphate monosodique M et de NaOH de pH = 7,3.
Les valeurs de Ex indiquées dans ce tableau et dans tous les tableaux qui tr sont la moyenne des mesures faites avec les deux électrodes de chaque tube.
On voit que les potentiels limites qui s’établissent, sauf dans le cas où le corps électroactif est le chlorure de diméthyle-yy'-dipyridile sont peu reproductibles et peu stables. Ils sont d’ailleurs très éloignés des potentiels normaux des colorants employés.
TABLEAU Î
Hypoxanthine 1,47:10-2M (2 mer pour 1 cm$ NaOH N /10). Déshydr. lution à 4 9 RL à M gr I L I ydrase solution à % dans tam- Le air 7,3. Bleu de méthylène 5:10-4 M. Phénosafranine 5.10-4 M. Chlorure de diméthyle-yy'-dipy- : Chaque tube contient : 1 cm® d’hypoxanthine, 1 cm de déshydrase, 1 cm? tampon de Benedict, 2 cm tampon M de phosphate pH = 7,3. Dans les tubes nos 1 et 2 on ajoute 1 cm® bleu de méthylène. Dans les tubes nos 3 et # on ajoute 1 cm? de phénosafranine. Dans le tube n° 5 on ajoute 1 cm chlorure de diméthyl-yy/-dipyridile. ;
Numéros des tubes = nn mm Heures 1 2 3 4 5
| E volt E} volt E, volt Ex volt Ez volt
| SMITTQSE | — 0,232 — 0,216 — 0,330 — 0,335 — 0,369 19h... — 0,173 — 0,251 — 0,368 9; — 0,450 US D — 0,277 — 0,341 — 0,357 — 0,400 — 0,458 CNRS — 0,292 — 0,366 — 0,363 — 0,385 — 0,467 Ah. — 0,321 — 0,359 — 0,382 0,357 — 0,468 98 h. — 0,347 | — 0,365 — 0,392 — 0,397 — 0,471 192h.. — 0,343 | — 0,361 — 0,383 — 0,353 — 0,470 160 h | — 0,469 210 h | — 0,468
pH = 7,57 | pH = 7,60 PH}; 60 pH = 7,64 pH = 7,70
En présence du méthylviologène, au contraire, le potentiel limite: du mélange a une valeur voisine du potentiel normal de ce colorant et il est très stable.
Le chlorure de diméthyle-’/,'-dipyridile a été préparé et titré électrométriquement par MicHAELIis (?).
Son potentiel normal est indépendant du pH entre pH7 et pH13 et il a comme valeur — 0,440 volt par rapport à l’électrode d'hydrogène à 309. On ne peut obtenir de bonnes courbes de titrage en milieu acide, car le potentiel normal se trouve en zone de surtension.
Ce colorant est le seul qui puisse être utilisé comme corps électroactif intermédiaire pour l’étude de l'équilibre des oxypurines : les autres colorants atteignent un taux de réduction trop élevé.
Encore le méthylviologène n'est-il utilisable que dans un domaine étroit d’activité des ions H+. En dehors de ces limites, le potentiel normal de cet indicateur s’écarte trop de celui des systèmes hypoxanthine-acide urique et xanthine-acide urique.
7. Préparation du chlorure de diméthyle-yy'-dipyridile. — Le chlorure de diméthyle-»y-dipyridile ne se trouve pas dans le commerce et je lai préparé selon les indications de MIcHAELIS.
Pour obtenir le chlorure de diméthyle-»y’-dipyridile, il faut préparer d’abord,
Filitti
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à partir de pyridine et d’anhydride acétique, le N-N' diacétyl-tétrahydro-yy"dipyridile.
N-N' diacétyltétrahydro-yy' -dipirydile
que l’on oxyde en y'-dipyridile et que lon méthyle et chlorure ensuite (°).
A) Préparation du N-N' diacétyl-tétrahydro-y/ -dipyridile. — Dans un
20 40 60 80 100 120 Fig. 4.
ballon, refroidi par agitation dans l’eau, et où l’on a mis 50 cm° de pyridine et 250 cm? d’anhydride acétique, on ajoute très lentement, par petites portions et en agitant tout le temps 50 grammes de poudre de zinc très fine.
La pyridine et l’anhydride acétique doivent être tout à fait anhydres. On les emploie immédiatement après distillation, la pyridine ayant été distillée sur potasse et l’anhydride acétique sur de l’acétate de sodium.
On observe une coloration jaune de la solution, puis la formation de cristaux
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Tout se prend finalement en une masse cristalline. On chauffe alors au bain-marie à 90-959 en agitant de temps en temps jusqu’à redissolution complète des cristaux, il reste de la poudre de zinc et de l’acétate de zinc. On filtre à chaud et on laisse cristalliser le N-N' diacétyl-tétrahydro-/-dipyridile. On essore à froid, on lave le produit avec un peu d’eau froide et on sèche rapidement les cristaux dans le vide en présence d’acide sulfurique. Le point de fusion de ce
corps est de 1240-1250, On le fait recristalliser dans de l'alcool s’il n’est pas dès le début suffisamment pur.
B) Oxydation du N-N'-diacétyl-tétrahydro-y,'-dipyridile. — Pour obtenir. le yy-dipyridile, on dissout le N-N'-diacétyl-tétrahydro-dipyridile dans de lalcook chaud et on fait passer à travers cette solution un courant d’air jusqu’à ce que la solution devienne sirupeuse. Par refroidissement le yy'<dipyridile cristallise sous forme d’aiguilles blanches.
C) Préparation du chlorure de diméthyl-yy'-dipyridile. — 0,5 gr. de yy'-dipyridile sont chauffés légèrement jusqu’à dissolution complète avec 3 om° de sulfate de diméthyle. Après refroidissement, on ajoute de l’eau, on se débarrasse de Pexcès de sulfate de diméthyle avec de l’éther. On précipite de la solution aqueuse la base avec de Pacide picrique. Les cristaux de picrate sont dissous dans 200 cm* d’eau additionnée de 50 em° d’acide chlorhydrique concentré et l’on chauffe jusqu’à dissolution. La solution encore chaude est agitée avec du toluol et ensuite avec de l’éther pour éloigner l’acide picrique. Enfin la solution est évaporée à sec et le dépôt est dissous dans de l’alcool méthylique.
Pour faire cristalliser le chlorure de diméthyle-yy-dipyridile, on ajoute à cette solution alcoolique quelques gouttes de benzène et on évapore jusqu’à ce que le chlorure commence à se séparer.
CHAPITRE IV
ÉQUATION DE L'ÉLECTRODE
8. Nombre d’équivalents d'hydrogène échangés. — Dans l’oxydation de l’hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide urique, il y a une libération totale de 4 équivalents d'hydrogène
CHON, + 2H,0 = CH ON 4 + 2H Hypoxanthine Acide urique
Dans l'oxydation de la xanthine, il y a une libération de 2 équivalents d'hydrogène CHON: = œ H,0 — CH4O3N4 H,
Xanthine Acide urique
On constate tout d’abord que, au voisinage de la neutralité, les quatre équivalents d'hydrogène intervenant dans la réaction de l'oxydation de l’hypoxanthine en acide urique et les deux équivalents d'hydrogène intervenant dans l’oxydation de la xanthine en acide urique sont échangés à des niveaux d’énergie très voisins. L’hypoxanthine réduit des quantités équivalentes à 4 hydrogènes et la xanthine des quantités équivalentes à 2 hydrogènes de tous les indicateurs d’oxydo-réduction jusqu’au chlorure de diméthyl-y,'-dipyridile.
C’est ce que montrent les expériences portées dans les tableaux suivants, où soit l’hypoxanthine, soit la xanthine, en présence de la xanthine déshydrase, et en milieu tamponné, réduisent des quantités de bleu de méthylène, de phénosafranine, de rouge neutre et de méthylviologène correspondant à quatre ou deux équivalents d'hydrogène.
Les expériences avec le bleu de méthylène, la phénosafranine et le rouge neutre sont des déterminations colorimétriques. Pour le méthylviologène comme le leuco dérivé est bleu tandis que la forme oxydée est incolore, j’ai suivi électrométriquement la réduction du colorant. Aussitôt qu’on dépasse la quantité de colorant nécessaire pour l’oxydation totale de l’hypoxanthine ou de la xanthine en acide urique, le potentiel final s'élève.
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TABLEAU TII
Hypoxanthine M/68 solution dans NaOH N/10. Déshydrase 1 % solution dans tampon M de H—8,, ; F1 Chaque tube contient : 4 cm® d’hypoxanthine, 3 cm de déshydrase. Dans le tube n° 1 on ajoute 5,5 mgr. méthylviologène et 1 cm8 tampon M de phosphate pH = 8,3. Dans le tube n° 2 on ajoute 11 mgr. méthylviologène et 1 cm tampon M de phosphate pH = 8,3. Dans les tubes n°° 3 et 5 on ajoute 5,5 mger. méthylviologène et 1 cm8 H,0. Dans les tubes n°s 4 et 6 on ajoute 14 mgr. méthylviologène et 1 cm? H,0. Dans le tube n° 7 on ajoute 16,5 mgr. méthylviologène.
Numéros des tubes Numéros des tubes Numéros des tubes nd MS. > Heures 1 2 Heures 3 4 Heures 5. 6 7 E} volt E, volt E volt E, volt Ez volt E» volt E; volt 20 m. | — 0,395 | — 0,387 | 30 m. | — 0,355 | — 0,348 | 1h. |— 0,387 | — 0,367 | — 0,335 RU 017 220,406 2 h. | — 0,407 | — 0,393 | 3h. 30| — 0,415!| — 0,396 | — 0,381 47 h. | — 0,452 | — 0,437 17h. | — 0,446 | — 0,430 | 18h. — 0,452 | — 0,438 | — 0,423 94 h. | — 0,460 | — 0,447 | 23h. | — 0,458 | —0,437 | 27 h, 30| — 0,459 | — 0,442 | — 0,430 26 h. | — 0,463 | — 0,449 | 26 h. | — 0,456 | — 0,437 | 44 h. | — 0,471 | — 0,451 | — 0,439 BA h. | — 0,473 | — 0,457 | 42 h. | — 0,467 | — 0,446 | 54 h. | — 0,474 | — 0,451 | — 0,441 50 h. | — 0,475 | — 0,458 | 50 h. | — 0,471 | — 0,448 | 68h, | — 0,479 | — 0,455 | — 0,647 66 h. | — 0,480 | — 0,466 65 h. | — 0,477 | — 0,453 | 9h. — 0,489 | — 0,462 | — 0,456 7% h. | — 0,482 |— 0,467 | 74 1. | — 0,477 | — 0,454 | 99h | 2 0,487 0,263 | 10,453 89 h. | — 0,484 | — 0,470 Ce A D CO LU — 0,490 | — 0,464 | — 0,456 98 h. | — 0,486 | — 0,472 98 h. | — 0,482 | — 0;,454. |193 h, — 0,492 | — 0,468 | — 0,456 445 h. | — 0,488 | — 0,474 | 415 h. | — 0,484 | — 0,456 |140h. | — 0,491 | — 0,465 | — 0,457 422 h: | — 0,485 | 0,471 | 439 à. l— 0,485 = o,46 (47. 0,290 — 062680 2",257 435 h. | — 0,286: | — 0,474 | 146 h. | — 0,489 | —— 0,466 [163 ha | — 0,491 | — 0,265 | — 0,457 163 h. | — 0,489. | — 0,474 | 462 h. | — 0,485 | — 0,463 |171h. | — 0,493 | —— 0,469 | — 0,459 170 h. | — 0,492 | — 0,478 | 170 h. | — 0,485 | — 0,463 |186h. | — 0,493 — 0,459 186 h. | — 0,490 | — 0,477 | 187 h. | — 0,489 | — 0,466 |192 h. — 0,422 — 0,460 194 h. | — 0,490 | — 0,477 | 194 h. | — 0,489 | — 0,467 211 h. | — 0,489 | — 0,478 | 210 h. | — 0,488 | — 0,467 ae 218 h. ! — 0,490 | — 0,480 | 218 h. | — 0,490 | — 0,469 236 h. | — 0,491 | — 0,479 | 233 h. | — 0,490 | — 0,469 pH = 8,44|pH — 7,78 pH = 7,80|pH — 7,34 PH = 7,62/pH — 7,30 pH = 7,00 a19 70 à 370 4979 à 370 à 320 à 37°
TaABLEeAU IV
He Se qu M7/68 solution dans NaOH N/10. Déshydrase, solution 1 % dans du tampon M CPDEHM=—10,9:
Chaque tube contient : 2 cm d’hypoxanthine, 3 cmÿ de déshydrase. Dans le tube n° 1 on ajoute 0,2 cm° méthylviologène 10-5 M et 0,8 cm° H,0. Dans le tube n° 2 on ajoute 1 em® méthylviologène 10-53 M. ire n° 3 on ajoute { cm® méthylviologène M /27. Dans le tube n° 4 on ajoute 4 cm° méthylviologène 8,
Numéros des tubes — A | Heures, 1 2 3 &
Ez volt Ex volt Ex volt E} volt ANNEE : : + 0,400 — 0,383 — 0,377 — 0,367 »'h 40m, + 0,350 — 0,417 __ 0/390 — 0,379 AE Pro — 0,436 — 0,463 — 0,421 — 0,410 26 h. 30 m | — 0,449 — 0,465 — 0,425 — 0,414 42 h. 30 m s — 0,450 — 0,463 — 0,436 — 0,420 pinces — 0,450 — 0,461 — 0,436 — 0,425 CHR — 0,447 — 0,460 — 0,437 — 0,423 75 h. 30 m — 0,449 —- 0,459 — 0,441 — 0,427 1 h . — 0,446 — 0,460 — 0,441 — 0,429 09h — 0,450 — 0,457 — 0,443 — 0,431
pDHE=N7;86 DH 7720 PH A6 pH = 7,18
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Xanthine M /68 (2,23 mgr. pour { cm° NaOH N /10) ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M de pH = 6,9.
4 2 3 r 9 6 7 8 9 10 At DOUTE NO OO UE { 1 1 1 A4 { l fa 1 1 il Déshydrase. ......,........| © 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 Bleu de méthyl. M/68 .....| 0,5 1 1 1 — — — — — — — Phénosafranine- M 136. .....| — — — — 2 2 — — = — — Rouge neutre M:10-3......| — 1 — — — — Rouge neutre M/136 .. ..... 1 2 2 AS HOMO Tee ns ul LYS 1 1 0,5 — —— à > fl 1 1
N° 1 décoloré dans 15 minutes ; n° 2 décoloré dans 10-15 heures ; n° 3 décoloré dans 15 heures :; n° 4 non décoloré après 3 semaines ; n° 5 décoloré dans 11 heures ; n° 6 décoloré rien qu’en partie ; n° 7 décoioré dans 3 h. 30 m, ; n° 8 réduit ; n°s 9 et 10 décolaré (un peu de précipité rouge) ; n° 11 non décoloré complètement après 10 jours.
TABLEAuU VI
Xanthine M /68 (2,23 mgr. pour 1 em$ NaOH N /10) ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M de pH = 8,3 ; Méthylviologène 103 M ou cristaux.
Chaque tube contient 1 cmë xanthine, 3 cmê déshydrase. Dans le tube n° 1 on ajoute 1 cm® méthylviologène 10-3 M. Dans le tube n° 2 on ajoute 5,5 mgr. méthylviologène et 1 cm® tampon M de phosphate. Dans les tubes n°5 3 et 4 on ajoute 5,5 mgr: méthylviologène et 1 cm H,0. Dans le tube n° 5 on
ajoute 11 mgr. méthylviologène et 1 cm3 H,0.
Numéros des. tubes Heures 1 2 3 A 5 E; volt Ez volt Ez volt Ex volt Ex volt 20m... se — 0,433 — 0,412 — 0,390 — 0,395 — 0,390 SAIT me — 0,470 — 0,438 — 0,426 — 0,428 — 0,406 : (A0 1 Te is — 0,480 — 0,465 — 0,460 — 0,465 — 0,445 2e. ss ce — 0,486 — 0,470 — 0,464 — 0,469 — 0,448 26h. TA — 0,489 — 0,471 — 0,467 — 0,472 — 0,451 TS REP ET — 0,488 — 0,473 — 0,471 — 0,472 — 0,447 AO ces 20 — 0,490 — 0,475 — 0,472 — 0,469 — 0,449 HOME cure — 0,486 — 0,474 — 0,474 — 0,471 — 0,449 TN FOR RE — 0:,485 — 0,474 — 0,476 — 0,472 — 0,448 SAh..E : — 0,476 — 0,470 — 0,474 — 0,470 — 0,450 98 h . ë — 0,478 — 0,471 — 0,472 — 0,473 — 0,449 445 h. : — 0,473 — 0,470 — 0,470 — 0,475 — 0,453 492.1 :. . — 0,479 — 0,469 — 0,473 — 0,473 — 0,451 1435 h — 0,473 — 0,469 — 0,479 — 0,471 — 0,451 163 h ; — 0,474 — 0,469 —.0,471 — 0,42 — 0,452 AUORRE A se — 0,482 — 0,471 — 0,472 — 0,473 — 0,452 LOND E vel — 0,480, — 0,467 — 0,473 — 0,470 — 0,450 ARE lee de « — 0,488 — 0,470 — 0,476 DE Ut TASER ARE AE — 0,485 — 0,469: — 0,475 DAME Eos ccece — 0,489 — 0,470 — 0,477 DU UE UC — 0,489 — 0,470 — 0,477 DH — 8,00 CODE —07,90 DH 07,67 DS pH 7,11
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9. Constantes de dissociation. — L’équation (XIII) exprime le potentiel d’un système AH, <* A en fonction du rapport des activités [AH], [A] et [H+]. Les activités de [AH,] et [A] ne représentent les activités de la totalité des corps AH, et À introduits dans le mélange que si ces corps n’ont pas de fonctions acides et basiques, ou si la dissociation est tout à fait négligeable au pH des expériences. Sinon une partie est à l’état d’ions et l’on doit en tenir compte pour calculer les activités [AH,] et [A] à partir de la composition du mélange.
Dans les conditions où nous avons dû nous placer pour effectuer les mesures, c’est-à-dire lorsque l’activité des ions H+ est comprise entre 107 et 10 il y aura à considérer un certain nombre de dissociations des molécules ou des ions d’oxypurines. £
19 Acide urique. — L’acide urique est un polyacide. Il forme avec les métaux deux séries de sels, suivant qu’un atome ou deux atomes d'hydrogène sont remplacés par des métaux.
On sait que le voisinage de deux groupements négatifs = CO donne à l'hydrogène du groupe imidogène NH la propriété d’être remplaçable par les métaux. Il est donc logique d’attribuer la plus forte constante de dissociation au groupe portant le nombre 1 dans la formule ci-dessous :
NH 1—CO()
| OC Go —NH
Sr. ; HN (37— GC NH (9°
En fait, on connaît six acides monométhyluriques qui font croire à l’existence d’une tautomérie, car ils ne peuvent être expliqués que par l’une ou l’autre des formules suivantes :
NH—CO N—\(COH A] | CO CNE, HOG ÉNE | Î CO [ ] 70H NH-C—NH/ Nez 7 Forme lactame Forme lactime
E. Fischer admet donc que l’acide urique se présente sous une forme lactame ou cétonique et une forme lactime ou énolique.
Les constantes de dissociation ont une signification complexe (*). Ces constantes ont été récemment déterminées par titrage électrométrique par E. G. Youxc et F. F. MusGraAves (1) qui ont trouvé les valeurs suivantes :
Ka = 8.106; Ka, = 7.100; Ka, — 6.101 20 Xanthine. — La xanthine possède deux fonctions acides, car elle forme
des sels mono et di-métalliques. Elle possède en outre un groupe NH susceptible
(*} La même remarque s’applique aux autres oxypurines possédant aussi des formes tau” tomères si elles ont un imino-groupe dans le voisinage d’un groupe > CO.
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d'acquérir des propriétés basiques, soit par addition d’eau et ionisation consécutive d’oxhydrile, soit par addition directe d’un ion hydrogène. La xanthine est donc un ampholyte.
Les constantes de dissociation apparentes acide et basique de la xanthine ont été déterminées par Woop (!7) par la méthode de solubilité à 400. Les valeurs trouvées sont :
Ky — 6,09-10-U; Ke — 1,186.10-20,
La constante Ka se rapporte d’ailleurs à l’ensemble des deux fonctions acides.
30 Hypoxanthine. — Quand à Phypoxanthine :
HN-_CO le 271
HC CNE, lou Ac NCAA
on ne possédait pas jusqu'ici de données sur ses constantes de dissociation et J'ai dû les déterminer. On ne connaît de ce corps qu’une série de sels. Il n’y a donc lieu de tenir compte que d’une seule fonction acide.
J’ai employé la méthode de solubilité pour déterminer à 40° les constantes de dissociation apparentes acide et basique de l’hypoxanthine, les autres méthodes semblant impraticables.
En effet, désignons par Ka la constante de dissociation apparente des fonctions acides de lPampholyte :
ce, — [HYIAT] (XIV et mt (XIV) Désignons par Ks la constante de dissociation apparente des fonctions basiques :
OH-][A*] K, = LOHTTTAT (XV) | [A]
et par K le produit ionique de l’eau :
K — [H+]J[OH- ] = 107" ph log Kono pK — log Ki « pKk=—1dlog K.
Il résulte de ces définitions qu’en neutralisant à moitié la fonction acide, par de la soude par exemple, le pH de la solution sera égal à pK4. En neutralisant, à moitié, la fonction basique, par de l’acide chlorhydrique, le pH de la solution sera égal à pK — pK. On peut ainsi déterminer ordinairement les constantes de dissociation apparentes des ampholytes. Mais ces relations ne sont exactes que si l’hydrolyse des sels, au point de semi-neutralisation, est négligeable, c’est-à-dire si les constantes K4 et K5 ne sont pas très petites et donc voisines de K ; sinon on doit tenir compte des réactions :
An H0Z OH- + A acide
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et At + H,0 Z H+ + Abase.
Il faut alors connaître non seulement [H+] ou [OH-] mais aussi le rapport Fo ou a qu’on peut déduire à partir des valeurs de [H+] et de [OH-T] et des quantités d’acide ou de base, qui ont été ajoutées initialement à Pampholyte. On peut aussi mesurer par conductivité la somme du sel hydrolysé et de l’acide chlorhydrique ou de la soude.
Mais, si l’on a affaire à des corps tels que la base libre ou l'acide libre sont très peu solubles, il est impossible d'obtenir une concentration saline suffisante pour que ces méthodes soient appliquables. C’est le cas de l’hypoxanthine comme de la xanthine.
J’ai done dû avoir recours à la méthode de solubilité qui est approchée, mais très suffisante pour ce qui nous concerne. |
Cette méthode, appliquée d’abord par Paur (1) aux aminoacides, exige que l’hydrolyse soit considérable, c’est-à-dire que les constantes de dissociation soient faibles, ce qui est précisément notre cas.
Soit S, la solubilité en équivalent-gramme par litre de l’ampholyte A dans l’eau et Ss sa solubilité dans une solution contenant b équivalent-gramme par litre de soude, on peut considérer que, dans la solution alcaline, S, est la concentration de l’ampholyte non ionisé A. La concentration des ions AT est (Ss — S,). La quantité d’alcali libre, non neutralisé dans la solution, est b — (Ss — S,) équivalent-gramme par litre.
Si l’on considère le sel et l’alcali libre comme complètement ionisés, la concentration des oxhydriles OH est égale à b —[S; —S,] et l’on a :
DURE a en A 0 à de eu Re RÉ OS AT SES pie
De même si S est la solubilité de Fampholyte A dans une solution contenant &« équivalent-gramme d’acide chlorhydrique par litre on a :
_NOH TA DUR TA NII ee | AT EN D Ses OS
J’ai déterminé la solubilité de l’hypoxanthine dans de l’eau bi-distillée, dans de la soude N /20 et dans de l’acide chlorhydrique N /20 à 400 C.
Afin de déterminer la solubilité de l’hypoxanthine dans l’eau, 0, 07 gr. ; 0,04 gr. et 0,03 gr. d’hypoxanthine ont été mis dans 100 em° de H,0 et agités mécaniquement pendant 3 heures, 4 heures ou 6 heures dans un thermostat à 400.
Un plus grand excès d’hypoxanthine a été ensuite agité dans les mêmes conditions, en présence de NaOH N/20 ou HCI N /20.
Les quantités d’hypoxanthine dissoute ont été calculées d’après l’azote trouvé dans !a solution filtrée.
L’azote était dosé par la méthode de Kjeldahl, en employant le sulfate de cuivre comme catalyseur ; les titrages étaient faits par H,SO, N/20 en pré-
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sence du rouge de méthyle, comme indicateur. La soude et l’acide sulfurique,. employés, étaient vérifiés exempts d’azote.
a) 1000 cm° d’eau à 400 dissolvent :
4,8557 gr. d’hypoxantine 17119 gr, »
4,6870 gr. »
soit en moyenne 1,7700 d'hypoxanthine.
b) 1000 cm$ de NaOH N /20 à 409 dissolvent :
8,4350 gr. d’hypoxanthine 7,6276 er. »
7,5712 gr. »
donc, en moyenne, 7,8779 gr. d'hypoxanthine.
c) 1000 em de HCI à 400 dissolvent :
3,4752 gr. d'hypoxanthine |
3,8460 er. » 4,2440 gr. »
soit, en moyenne, 3,4752 gr. d’hypoxanthine.
On a alors :
So = 0,013 mel. ; Sr = 00579 mal : Se 0,0255 mol: b—= 0,05 mol. —=:4
donc | ee [0,0579 — 0,013] SA Op d Ke — 0,013/0,05 — 0,0579 + 0,043] ' 345.10-4 — 2133 .10-14 — 213.101 DUR 213-1070 et
0,0255 — 0,013 ÿ 2 GRIS — OS UE a tin te tes Met ou K5 — 8,07-10-15
10. Equation de l’électrode xanthine = acide urique. Noussommes maintenant en mesure d’écrire l'équation complète de l’électrode xanthine acide urique. Puisque les mesures sont effectuées du eôté alcalin de la neutralité et que les constantes basiques sont très faibles, nous me retiendrons que les dissociations acides. [1 suffit donc de substituer dans FPéquation (XIII) à [A] qui représente l’activité de l’acide urique non dissocié et à [AH] qui représente l’activité de la xanthine non dissociée, les valeurs de ces activités en fonction du pH et de la concentration totale des molécules et ions d’oxypurmes.
Pour simplifier, on supposera que les concentrations sont égales aux activités. L'influence de la force ionique sera traitée dans le chapitre suivant.
Exprimons d’abord l’activité de Pacide urique non dissocié que nous écrirons
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pour plus de clarté [UH,] en fonction de la totalité de l’acide urique que nous désignerons par (ac. urique).
On a les équilibres suivants :
EE ON Pl Au
UH; <—— UH, are H fF K: ce 5 [UH;) 3
Fee > . ADR E TT
APE UHR ENS Ki NE = + U= IA TES UHR UE KR ÜUH=] ?
K;, K,, K; sont les constantes vraies de dissociation. Supposons que l’on puisse identifier les activités aux concentrations, on a:
(ac. urique) = [UH,] + [UH,-] + [UH=] + [UT], (XVIII) d’où [HE
[UH;] = (ac. urique) ere + [AFEK, + HRK, + KRKKs
On aura de même pour la xanthine en considérant les équilibres :
( mi Défi QT ut Re A, =|.FH+ Xa- + Xa= + H+ RS Le l
La xanthine totale est désignée par (xanth.)
(xanth.) — [Xa] + [Xa-] + [Xa=]
"a [HE :
H*$ + [HYPKixe + [HT]K1xaK2Xa
[Xa] = (xanth.) £ (XIX)
Finalement en substituant les valeurs de [UH,]et de [Xa] dans l’équation (XIII) on obtient l'équation de l’électrode xanthine 2 acide urique :
ne rt (xanth.
Mine cu ue) | RT 1 og Ras + RiRH*| + RH? + [H+P | xx) 25 0,4343 [HF + [HF PKixe + [HT]Ki1xaK2Xa | ti RT + oass "a log (HI,
11. Equation de l’électrode hypoxanthine => acide urique. — Dans ce cas 4 équivalents d'hydrogène sont échangés au cours de l’oxydoréduction
L'expression de l’activité [UH,] de l’acide urique non dissocié en fonction de la totalité de ce corps dans le mélange est la même que précédemment.
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Pour l’hypoxanthine, une seule constante acide est à considérer, On a l’équi libre :
CHAPITRE V
MESURES DES POTENTIELS
12. Marche des expériences. —— Les équilibres ont été mis en évidence d’abord dans des tubes THUNBERG-Borsook au moyen de 3 sortes de mesures.
4) J'ai suivi l’évolution du potentiel dans un mélange contenant la déshydrase, le colorant et un mélange équimoléculaire d’hypoxanthine ou de xanthine et d’acide urique. Les potentiels limites atteints dans ces conditions correspondent aux potentiels définis en groupant dans les équations XX ou XXII tous les termes qui restent constants lorsque l’activité en ions H* de la solution est fixée. Pour le système hypoxanthine acide urique : Ale Wa [H+]
Pur Poe (rule Pare l
LS KKRK, TK KR) + JHTPK, FAP RT fl PSE HS CRT NE F5 043%
2) J’ai ajouté à un mélange d’hypoxanthine, de diastase et de colorant qui a atteint son équilibre, une quantité déterminée d’acide urique, telle que le rapport hypoxanthine-acide urique soit encore égal à l’unité.
Dans ce cas, le potentiel devra finalement atteindre la même valeur E; que celle obtenue dans la première série de mesures.
3) Tandis que l’hypoxanthine réduit le chlorure de diméthyle dipyridile, l’acide urique devra oxyder le leuco-dérivé de ce même colorant. On évitera ainsi l’objection que l’arrêt de la réaction dans un mélange d’hypoxanthine et d’acide urique est dû à une inhibition de la diastase par l’acide urique.
On sait en effet que les diastases sont généralement inhibées par des concentrations élevées du substrat sur lequel elles agissent. Dans le cas particulier de la xanthindéhydrase, les recherches cinétiques de Dixon et THurLow (5) ont montré que la vitesse d’oxydation varie avec la concentration de la xanthine et de l’hypoxanthine comme le montre la figure (5).
Si bien que l’on peut se placer ainsi que nous l’avons fait dans toutes nos mesures dans des bonnes limites de concentration.
[Il est toujours important dans les déterminations effectuées en présence de catalyseurs diastasiques d'opérer suivant les deux sens de la réaction.
On verra que ces 3 sortes de mesures ont donné des résultats tout à fait cohérents. On pouvait également penser à mesurer le potentiel en fonction du hypoxanthine xanthine
ES FE D rs > ? A acide urique acide urique et à s'assurer que, pour un pH donné,
log [H+]. (XXIII)
rapport
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la relation (XII) s’applique bien. Mais da faible solubilité de l’acide urique, de la xanthine et même de l’hypoxanthine ne donne pas une marge suffisante pour
nue varier notablement le rapport des constituants de la réaction, à moins d'employer comme tampons des sels de lithium.
18. Équilibre entre l’hypoxanthine et l’acide urique. — Toutes les déterminations ont été effectuées dans un milieu tamponné. Les solutions tampons étaient constituées par un mélange de phosphate monosodique et de soude (*).
cm? de xanthine ou d’hypoxanthine.
Fig. 5. — Chaque tube contient : 5,0 cm? xanthinedéshydrase (solution dans du tampon) ; 0,5 cm® bleu de méthylène 1 %, æ cm$ hypoxan thine ou xanthine (2 mgr. pour 1 em), 0,5 — x cm$ d’eau. (D’après Dixon et THURLOW).
J'ai travaillé successivement avec du tampon 1 M; 0,1 M; 0,05 M; 0,02 M, 0,01 M.
La diastase était dissoute directement dans du tampon à une concentration de 19;
Quant aux oxypurines, leur concentration était 1-47.-10—?M. Cette valeur s’est trouvée être la plus favorable étant donné la faible solubilité de ce corps. La solubilité et la stabilité dans les différents solvants des oxypurines sont fonction du pH et des divers catalyseurs, en particulier des traces de métaux, et des phosphates.
Les chiffres sur la solubilité des dérivés puriques, trouvés dans la littérature, sont d’ailleurs très différents entre eux et ceux des ampholytes puriques le sont encore davantage.
{(*) L'étude de Dixon et Taurrow (5) sur la cinétique de l'oxydation diastasique des oxypurines montre que les tampons de phtalate et d’acétate inhibent cette réaction, il est donc préférable d’effectuer les expériences en présence de tampons de borates ou de phosphates.
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L'acide urique était dissous d’abord dans la soude N/10 à froid, ou dans du tampon de Benedict à chaud (vers 600). Nous avons été amenés à faire dissoudre l'acide urique dans du tampon de Benedict (9 grammes PO,NaH et 4 gramme PO,NaH, pour 1 000 em° H,0), selon les indications de E. LE BRETON et Ch. KaïseR (8) pour ne pas avoir de trop grandes variations de pH quand on ajoute la solution d’acide urique dans NaOH N/10 dans le mélange d’hypoxanthine, de diastase et de colorant dans le cas où le tampon était dilué (0, 1 M ; 0,05 M ; 0,02 M ; et 0,01 M).
A froid (18) la solubilité de l’acide urique dans du tampon de Benedict n’est que de 1,17 gr. (pour 1000 em° tampon) vers 809, elle est de 2,79 gr. (pour 1000 em° tampon).
Quant à l’hypoxanthine, elle était dissoute soit dans de la soude N/10 à froid, soit en chauffant légèrement (60°) dans du tampon de Benedict, soit dans de l’eau (600) dans le cas où le tampon était dilué.
Il n’est pas utile en effet pour l’hypoxanthine d'utiliser toujours le tampon
TaBLzEeau VII
Hypoxanthine M /68 solution dans NaOH N/10 ; Acide urique M/68 solution dans NaOH N /10. Déshydrase 1 % solution dans tampon M de pH — 8,3 ; Méthylviologène 10 M.
Chaque tube contient : 4 cm® d’hypoxanthine, 3 cm de déshydrase, 0,2 cmÿ de méthylviologène. Dans le tube n° 3 on ajoute 1 cm? d’acide urique dès le début. Dans le tube n° 4 on n’ajoute l'acide urique que lorsque l'équilibre est atteint, au moment indiqué par un astérisque. Le tube n° 2 est un témoin servant à démontrer qu’un excès du substrat n’influe pas sur la valeur finale du potentiel. Dans le tube n° 1 DH aigus 1 cm de tampon de phosphate pour qu’il contienne le même volume de liquide que les autres ubes.
Numéros des tubes — "I Heures 1 2 3 Ë E} volt E} volt Ez volt Ex volt
AAA ME Rem nr coras — 0,056 — 0,373 — 0,371 0,220 SA PRE Ra 10,563 — 0,452 — 0,446 00 OA E nn n — 0,432 — 0,479 — 0,475 — 0.454 GRAS ne — 0,461 — 0,497 — 0,495 — 0,462 PAR (Da DE EE SN AMI — 0,502 0,522 10,529 — 0,502 2 CARO OR ERREUR — 0,504 — 0,520 — 0,522 — 0,506 20 EE — 0,507 —10 521 — 0,521 — 0,506 46 h.. — 0,503 — 0,509 — 0,503 — 0,511 28 he — 0,501 0913 — 0,507 — 0,510 + 1 cm ac.
Ne enr IRes "01500 Race 10,502 051 — 0,509 = 0,510 69 nie — 0,500 —0,508 — 0,501 — 0,512 be : Sn — 0,501 0,507 — 0,503 — 0,508 % me — 0,506 — 0,514 — 0,508 10,502 00 De — 0,490 — 0,496 — 0,489 En 0 408 1 Er — 0,489 — 0,493 — 0,489 10,294
PAIN
pH = 8,77 pH = 8,71 pH = 8,74 pH = 8,52 à 38° à 380 à 380 à 380
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de Benedict, l’hypoxanthine étant beaucoup plus soluble dans l'eau que l’acide urique.
Le potentiel d’oxydo-réduetion du système hypoxanthine > acide urique a été déterminé entre pH = 7,1 et pH — 7,8.
_ À pH = 8,5, le chlorure de diméthyle-,;"-dipyridile ne peut déjà plus servir comme intermédiaire électroactif. Dans ce cas, le potentiel limite, qui s'établit dans un mélange d’hypoxanthine, de diastase et de colorant au pH indiqué, prend un potentiel négatif trop grand, — 0",500, vis-à-vis du potentiel normal du méthylviologène.
- En effet, en ajoutant de l’acide urique au mélange ayant atteint l’équilibre, le potentiel ne remonte pas (Tableau VII).
Les tableaux suivants (de VIII à XV) indiquent les résultats obtenus,
c’est-à-dire les potentiels E;' exprimés en volt d’un mélange ES = entre pH = 7,1 et pH — 7,8 et le E, calculé à l’aide de ce Ex et du pH final d’après la formule (X XIII).
Les solutions tampons utilisées dans ces expériences étaient obtenues en mélangeant des solutions de phosphate monosodique moléculaire avec des solutions de soude normale.
TaBzeau VIII
Hypoxanthine M 7/68 (2 mgr. pour 1 cm tampon de Benedict); Acide urique M /68 (2,47 mgr. pour 1 cm? tampon de Benedict) : Déshydrase solution à 1 % dans tampon M de pH — 7,36. Méthylviologène 103 M.
Chaque tube contient 1 cm d’hypoxanthine, 1 cr$ de déshydrase, 1 cm? de méthylviologène et 2 en de tampon M de phosphate de pH = 7,36. Dans les tubes n°s 3, 4 et 5 on ajoute 1 cm d’acide urique dès le début. Au tube n° 2 on ajoute 1 6m? d’hypoxanthine, c’est un témoin servant à démontrer qu’un excès du substrat n’in'lue pas sur la valeur firale da potentiel. Dans le tube n° 1 on ajoute 1 cm? tampon de Bénëdict pour qu’il contienne le même volume de liquide que les autres tubes.
pre Numéros des tubes ;
| Free. EE — I ne Heures | Il ? o A 5 | (E à ; | E, volt E volt | Ex volt Ez volt E} volt 5 [neo AS 0,37 Do 572 — 0,376 — 0,364 17 h, 030 — 0,450 IN Se 20,357 — 05370 5h. — 0,445 0453 — 0,403 — 0,394 0407 29 h°. —0v847 — 0,455 10 407 — 0,406 — 0,409 diras | — 0,50 (0,25 - 0,408 — 0,408 — 0,409 ÉVIRO UNE — 0,449 — 0,451 — 0,408 — 0,408 04 She... (MR ON2ES — 0.451 — 0,409 — 0,409 A 9YÈhe. Fe — 0,448 — 0,449 — 0,411 — 0,409 0411 13h. RC ES — 0,448 — 0,41 — 0,410 0,411 120 h . — 0,448 — 0,446 0,409 — 0,409 0411 138h. — 0,445 — 0,441 — 0,409 — 0,409 — 0,409 14h. 0 — 0,442 — 0,410 0 2100 — 0,410 HN H — 7,26 pH = 7,31 pH = 7,31 pH = 7,30 ÿ éd i Ep = — 0,410 | Ex — — 0,409 | Ez — — 0,410 E, = + 0,061 | E = + 0,062 | E — + 0,061
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TagrEau-I1X
Hypoxanthine 1,47.10-2 M (2 mgr. pour 1 cm tampon de Benedict).
Acide urique 1,47-10-2? M {2,47 mgr. pour 1 cm* tampon de Benedict}”
Diastase solution à 4 % dans tampon M de pH = 7,5 ; Méthylviologène 10-3.M.
Chaque tube contient 1 em hypoxanthine, 1 em? diastase, 1 cmŸ méthylviologène, 2 cmÿ tampon 1 M; n°01 + 1 cm tampon de Benedict ; n°5 2, 3 et #4 + 1 cm acide urique.
Numéros des tubes ———— — ————— 4 < 2 # Heurss À è E} Ex Ey E, volt volt. volt volt DEN ee + 0,208 + 0,202 — 0,103 —- 0,043 OR EN SC CE EE — 0,440 — 0,408 —- 0,409 —- 0,404 RD ER ele da — 0,456 — 0,410 — 0,414 — 0,406 72 h — 0,460 — 0,41 — 0,414 — 0,414 DIRE — 0.,460 — 0,415 — 0,414 — 0,415 LORD Rare EN Mere Ste — 0,459 — 0,415 — 0,417 — 0,420 LE PANI C E A e — 0,457 | — 0,408 — 0,421 — 0,420 AN EE one — 0,455 10,608 — 0,418 | 2 07491 DAPUN A EE MR a rome res à — 0,456 — 0,408 — 0,419 — 0,421 DH 22 PA :29 pHi= "7/42 pH —\),,47 à 38° à 380 à 38° à 38° Ep = — 0,410 En = —=*0,418 Ep = — 0,420 o = + 0,060 o = + 0,061 E° — + 0,063
TABLEAU X
Hypoxanthine M /68 (2 mgr. pour 1 cm$ NaOH N /10) : Méthylviologène 10 M ; Acide urique M /68 (,17 mer. pour 1 cmê tampon Benedict) ; Diastase solution à 14 % dans tampon M pH — 7,39.
Chaque tube contient 1 em? hypoxanthine, 1 cr® diastase, 4 cm? méthylviologène, 2 cm$ tampon M de phosphate ; n° 1 + 1 cm° tampon Benedict ; n°s 2, 3 et 4 + 1 cm acide urique.
Numéros des tubes Heures { Ë k Ey Ep Ey Er volt volt volt volt 17h —_ 0,450 _—_ 0,428 —_ 0,498 == 041% at h Zoe — 0,430 _—_ 0429 20,424 65h = 0,467 — 0,433 0 28 "0205 96 h — 0,471 = 0,436 = ou —_ 02498 120 h — 0,470 = 0 46 04 _=—.0,438 161 h 10 469 — 0,434 pass — 6,436 pH = 7,70 pH= 97,67 H — 7,68 H = 7 à 380 à 380 ee pr di Er = — 0,437 Er = — 0,435 Ep — — 0,436 Eo = + 0,062 | E = + 0,064 | E, — + 0,063
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TABLEAU XI
Hypoxanthine M/68 dans NaOH N/10 ; Acide urique M /68 solution dans NaOH N /10 ; Déshydrase 1 % dans tampon M pH = 6,9 ; Méthylviologène 10-3 M.
Chaque tube contient : 1 cm$ hypoxanthine, 3 cm? déshydrase, 0,2 cm? méthylviologène. Dans le
tube n° 1 on ajoute 1 cm? tampon. Dans le tube n° 2,1 em hypoxanthine, dans les tubes nos 3,4 et 5,1 cm3 acide urique dès le début. Dans le tube n° 6 on ajoute 1 cm® acide urique lorsque l’équilibre est atteint.
Numéros des tubes N° tubes — "| Heures , À : È s levres 6 Eh Er Ey E, Ep Ep volt volt volt volt volt volt 1h. 0,357 0 0,389 + 0,346 + 0,326 + 0,284 2h. + 0,188 3h. 30| + 0,081 | + 0,030 — 0,020 — 0,200 — 0,997 3h. 30| — 0,089 6 h. 30| — 0,186 | — 0,367 — 0,347 — 0,367 0,361 20 h. — 0,439 23 h. — 0,422 | — 0,440 — 0,380 — 0,380 10,396 2h — 0,449 30 h. — 0,438 | —— C,446 | — 0,380 — 0,286 — 0,396 43 h. — 0,446 46 h. — 0,439 | — 0,445 | — 0,378 — 0,386 — 0,39 50 h. — 0,446 5% h.30| — 0,436 | — 0,442 | — 0,378 0,585 — 0,392 mie | | acide urique 69 h. — 0,437 | — 0,445 | — 0,383 — 0,393 = (DER 50 h. 30| -—— 0,369 J9\n. — 0,435 | — 0,447 — 0,386 — 0,390 MENU 51 h. 40| — 0,370 58 h:é .| — 0,436 | — 0,446 | — 0,383 — 0,389 10/00 67h — 0,387 426 h. 30| — 0,424 | —— 0,446 — 0,377 — 0,387 107392 98h — 0,395 142 h. — 0,409 : — 0,441 — 0,378 —= (0,291 — 0,390 416h — 0,396 447 h. 30| — 0,407 | — 9,441 — 0,376 — 0,389 10289 123h —- 0,401 150h — 0,410 | — 0,#42 — 0,383 —. 0,291 — 0,389 139 h — 0,399 166 h — 0,410 | — 0,451 —= 0,378 — 1,388 m0 SR 144 h — 0,401 174h — 0,409 | — 0,442 | —- 0,375 — 0,390 079300 143h -— 0,402 190 h D AO 045201 10-979 0297 —- 0,393 163 h — 0,403 14h OO "0 279 0508 = ei 12h — 0404 187h — 0,403 pH = 6,95|pH = 7,11| pH — 7,08 PH == 7,03 pH = 7,08 |214h — 0,404 | En = — 0,378 | Ep — — 0,387 | En — — 0,390 pH = 7,21 E, = + 0,076 | E = + 0,003 | Eo = + 0,064 EE, — 02100
Eç = + 0,063
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TaBLEAU XII
Hypoxanthine M /68 solution dans NaOH N /10 :; Acide urique M /68 solution dans NaOH N /10 ; Xanthine M /68 solution dans NaOH N 7/10; Méthylviologène 10-# M : Déshydrase 1 % solution dans tampon M de pH = 6,9.
Chaque tube contient : 1 em* hypoxanthine, 3 cn? déshydrase, 0,3 cm® méthylviologène. Dans les
tubes nos 1 et 2 on ajoute 1 em tampon M de pH = 6,9. Dans les tubes n°° 3 et # on ajoute 1 cm° hypoxanthine. Dans le tube n° 5 on ajoute 1 em acide urique. Dans les tubes n°s 6 et 7 on n’ajoute 1 cm° acide, urique que lorsque l'équilibre est atteint. Dans le tube n°8 on ajoute 1 cm xanthine lorsque l’équilibre
est atteint. >
Numéros des tubes ser ents = ES 7 9 L ss Heures : ü À $ ; É 5 Ep Ez Ey E, Ey Ey Ey E} volt volt volt volt volt volt volt volt
(ire + 0,425] + 0,856) + 0,411| + 0,384| + 0,372 + 0,431 + 0,433 + 0,425
oh: + 0,195! + 0,180| + 0,295] + 0,298| — 0,086 + 0,235 + 0,409 + 0,402
8 h. — 0,427) -— 0,421 — 0,429] — 0,425] — 0,392 — 0,425 — 0,425 — 0,429 29107 — 0,439] -— 0,434] — 0,453] — 0,456] = 0,402 — 0,439 — 0,441 — 0,441 26h. 30] — 0,439) — 0,425) — 0,454) — 0,451| — 0,411 — 0,440 — 0,440 — 0,440 29 h. — 0,442] — 0,436| — 0,457] — 0,455] — 0,410 — 0,443 — 0,442 | — 0,442 47h: — 0,485) — 0,436| — 0,454] — 0,454] — 0,407 — 0,440 — 0,438 — 0,436 51h: — 0,429} — 0,435] — 0,452] — 0,453| — 0,407 — 0,440 — 0,438 — 0,436 51 h. + 1 cm$ 1 cm$ 1 cmè
acide acide xanthine urique urique 52h — 0,393 — 0,390 — 0,412 53h — 0,393 — 0,390 — 0,413 55 h. — 0,422) — 0,485 — 0,450| — 0,453| — 0,407 — 0,394 — 0,390 — 0,414 72 h. — 0,424) — 0,430] — 0,450! — 0,454] — 0,402 — 0,398 — 0,388 — 0,422 80 h. — 0,426| — 0,434] — 0,450] — 0,456| — 0,401 — 0,398 — 0,395 — 0,425 96 h. —- 0,425) — 0,430) — 0,449] — 0,452! — 0,402 — 0,399 — 0,393 — 0,425 119 h. — 0,425) — 0,428] — 0,445] —- 0,450| — 0,400 — 0,399 — 0,400 — 0,425 412%8h; -— 0,425] — 0,428) — 0,449] — 0,458] — 0,400 — 0,405 — 0,407 — 0,429 142 h. — 0,423, — 0,424] — 0,450) — 0,448| — 0,398 — 0,404 — 0,407 — 0,425 149 h. — 0,426 — 0,423) — 0,448) — 0,453] — 0,392 — 0,400 — 0,400 15h. |.— 0,427) 70,426! — 0,445) —0,4517 — 0,400 | 0.396 == 0398 1661 | = 0.495) — 0,495) — 0,449) —.0,449| 10401 0,508 0,305 LSR. 2200208) = 20/10) = 0,440| — 044110" 00 307 007 — 0,392 190 h 120,492) —= 0,429) — 0,451] — 0,448) ©0200 = 0 296 — 0,392 | pH — 7,12 pH=7,10 pH= ,00 pH=°,40/pH==7,14| pH — 7,21 | pH — 9,27 | pH — 5,24 |E, = — 0,425 à 379 à 97° à 370 à 37° à 370 à 370 à 370 E, = + 0 ,0022 En= —0,400|E7= —0,400|E7= — 0,400 Eo= +0,064/E6— +0,068/E5— <+0,066 ll (
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Tagzeau XIII
Hypoxanthine M /68 dans NaOH N /10 ; Acide urique M /68 dans NaOH N /10 ; Xanthine M /68
dans NaOH N/10 ; Déshydrase 1 % dans tampon M de pH — 6,9 ; Chaque tube contient :
) Méthylviologène 10% M.
1 cm hypoxanthine, 3 cm$ déshydrase, 0,2 cm° méthylviologène. Dans
le tube n° 1 on ajoute 1 cm? tampon. Dans le tube n° 2 1 cm$ hypoxanthine. Dans les tubes nos 3 et 4 on ajoute 1 cm acide urique dès le début. Dans le tube n° 5 on ajoute 1 em$ acide urique lorsque l’équilibre est atteint, au moment indiqué par un astérisque. Dans le tube n° 6 on ajoute 1 cm xanthine lorsque
Péquilibre est atteint.
Numéros des tubes Numéros des tubes TT = — © Heures il 2 3 Heures 4 5 6
E; volt Ex volt E; volt Ez volt E, volt Ex volt 2h: + 0,147 | + 0,180 + 0,161 2 h. 30 110,210 + 0,150 + 0,214 &h. — 0,331 | — 0,426 — 0,374 5 h. — 0,238 — 0,301 — 0,378 6h. |— 0,426 | — 0,443 = 0,887 7h. — 0,389 — 0,402 — 0,422 8h. — 0,440 | — 0,452 — 0,392 9 h. — 0,389 — 0,413 — 0,431 22h. |— 0,457 | — 0,465 — 0,407 23h. — 0,403 — 0,449 — 0,449 24h. 30| — 0,457 | — 0,467 — 0,408 97 h. — 0,398 — 0,440 — 0,448 30 h. — 0,460 | — 0,468 — 0,410 34 h. — 0,402 — 0,442 — 0,450 46 À. — 0,458 | — 0,466 — 0,412 48 h. —— 0,384 —— 0,443 — 0,452
51 h. 30| — 0,457 | — 0,463 — 0,415 + 1 cm? acide | 1 cm$ xanthine
urique AK | — 0,455 | — 0,465 — 0,414 50 h. — 0,405 — 0,435 74H. 30| — 0,455 | — 0,465 — 0,415 52 h. 30 — 0:07 — 0,435 80 h. — 0,453 | — 0,465 — 0,415 56 h. — 0,387 — 0,409 — 0,440 96 h. — 0,453 | — 0,465 — 0,413 71 h. 30 — 0,389 — 0,409 — 0,438 400 h |— 0,458 | — 0,463 — 0,416 76 h:30| —0,387 — 0,406 — 0,442 103 Hi. 30| — 0,453 | — 0,463 — 0,413 81h. = 0:2389 — 0,405 — 0,441 118 . — 0,453 | — 0,461 — 0,413 97 }. — 0,385 — 0,407 — 0,439 123 h. — 0,452 | — 0,468 — 0,416 101 h. — 0,284 — 0,407 — 0,440 497 h, 30| — 0,450 | — 0,460 — 0,414 104h.30| — 0,386 — 0,404 — 0,440 A44h. | — 0,447 | — 0,455 — 0,413 19h — 0,402 — 0,440 469h. | — 0,446 | — 0,450 — 0,414 124h — 0,403 — 0,443 172 h — 0,446 | — 0,450 — 0,414 128 h AE da 225h — 0,441 | — 0,439 — 0,411 18h — 0,399 — 0,439 170 h — 0,400 - 0,442 173 h. 30 — 0,401 — 0,442 216h — 0,398 —- 0,440 H = 7,21|pH = 7,37 H = 7,31 H = 7,09 pH = 7,36 pH = 7,34 4 À HQE — 0,414 " Ep = — 0,402 | Ep = — 0,440 Ey — + 0,057 Ep = — 0,386] E = + 0,073 | Es = + 0,004 E, = + 0,069
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TagLzEeau XV
Hypoxanthine M /68 solution dans NaOH N /10 ; X i i i ; Xanthine M /68 dans NaOH N /10 ; Acide urique M /68 (2,47 mgr. pour 4 cm8 NaOH : Dé one ; NE Mioben co a N /10) ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M de pH = 6,9 ; Mé- Chaque tube contient : 1 em°h anthi e 6 i :
{ ; ] £ 2 hypoxanthine et 3 cm? déshydrase. Dans le tube n° 1 il y a encore Fe pAhybiaogene et 1 cm® tampon. Dans le tube n° 2 on ajoute 1 cm#iméthylviologène td cmt acide : ique, Due le tube n° 3 on ajoute 0,3 cm® méthylviologène et, lorsque l'équilibre est atteint, 1 cm? acide re ans le tube n° 4 on ajoute 0,3 cm? méthylviologène et, lorsque l’équilibre est atteint, 1 cm5 xan-
Numéros des tubes Numéros des tubes A — —— 2 RS. | Heures 1 2 Moses 3 4 E} volt E, volt E, volt E7 volt PPS COR OnE — 0,333 — 0,353 30m. + 0,335 + 0,337 CHRIS TOR + 0,040 + 0,022 &h...........1 — 0,430 — 0,400 SR ous do A0 mie __ 0/398 20 h.. 102% 0,450 Ce Dan ame nee — 0.439 — 0,404 RTS EE — 0,454 0,450 PE ine Eee — 0,453 — 0,450 21 h........... — 0,451 0 #12 1 emÿ acide urique| 1 cm® xanthine 43 h. 45. — 0,427 — 0,451 29 BR. ....5....h : — 0,451 — 0,410 ie eus _ 0,390 RAC 46 h. 30. — 0,390 — 9,482 .
45 D, 80... ....l" — 0,451 — 0,412 É9 HE S0 A. 0 —_ 0,392 — 0,439 LATE — 0,397 _— 0,439 54 h......,.... — 0,445 — 0,410 QU er” — 0,396 — 0:48 6 ee. — 0,3% — 0,438 70h — 0,445 — 0,410 at h2 30 ….. —_ 0,396 10236 100 h. ……. = 10307 — 0,434 78 h — 0,442 — 0,410 LS and — 0,394 — 0,425 122 DE — 0,404 — 0,426 99 h — 0,442 — 0,412 (ADULTES doc ae — 0,400 — 0,428 dre — 0,401 — 0,4% 119 h — 0,436 — 0,410 TR OL — 0,398 AM hate — 0,400 125 h. — 0,438 — 0,410 188 DS0 2 — 0,392 19 ha — 0,400 212 hr. = 0"298 pH = 7,13 pH = 7,29 pH = 7,2% pH = 7,21 à 370 à 370 Ep = — 0,410 Er = — 0,397 |-Es = — 0,428 Es = + 0,060 Eo = + 0,079 | Eo = + 0,004
La figure 6 correspond aux mesures du tableau XIV. Elle montre qu'une fois le potentiel établi dans un mélange de diastase, de méthylviologène et d’hypoxanthine, l'addition d’acide urique en quantité équimoléculaire par rapport à l’hypoxanthine initiale fait remonter le potentiel à la même valeur qu’il - atteint directement en présence d’un mélange équimoléculaire d’hypoxanthine
et d’acide urique,
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Dans chaque série de déterminations des expériences témoins sont faites soit pour montrer que l’acide urique et la diastase seuls ou en présence de l’un ou de l’autre ne réduisent pas le chlorure de diméthyle-y/-dipyridile, ou que d’autres corps, comme la guanine ou de simples solutions de diastase ou de phosphate n’oxydent pas comme l'acide urique le leuco-dérivé de ce même colorant.
On voit que les valeurs moyennes de E,, ainsi calculées, sont à l’erreur des expériences près les mêmes.
Le tableau XVI donne le résultat des mesures effectuées pour réaliser Péquilibre en partant de la forme oxydée, l'acide urique. Les mesures consistent
Ip (E “)
Evo
© nn RSS EEE CE See
IE
é SERRE ES
am
180 £evres Fig. 6.
à suivre la variation du potentiel d’une électrode de platine, plongée dans le mélange de chlorure de diméthyle-y'-dipyridile réduit, d’acide urique et de diastase. J’ai opéré de la manière suivante. ET
On introduit dans la partie principale des tubes TaunserG 2 em°de phosphate monosodique M pH — 7,2, 1 cm de chlorure de diméthyle-,'-dipyridile 410% M
SUR L’ÉQUILIBRE D'OXYDORÉDUCTION DES OXYPURINES 4
(solution aqueuse) 0,5 em ou 1 em® d’hydrosulfite de Na (solution de 0,12 CAS dans le même tampon monosodique).
Lorsque ce mélange a atteint son équilibre, on y ajoute { em° d’acide urique M /68 {solution dans NaOH N/10] et 1 em° de diastase [solution à 1 % dans
tampon M pH — 7,2 de phosphate monosodique] que l’on avait disposé dans le tube latéral des tubes THUN BERG.
On voit d’après le tableau XVI et les courbes de la figure 7 que lorsque
Fig. 7.
l’on ajoute l’acide urique le potentiel remonte. Ce potentiel finit par atteindre une valeur présentant par rapport au potentiel normal E;' obtenu ‘dans les mesures précédentes un écart qui doit pouvoir s'exprimer par la relation :
{ RT (hypox.) — 08323 49 V8 fac. ur
(ac. urique)’ CES (hypox) (*) étant la concentration de l’hypoxanthine formée au cours de la
réaction et (ac. urique) étant la concentration de l'acide urique restant une fois l'équilibre établi.
(*) Dans ce calcul, comme les précédents, nous avons négligé les écarts entre les activités et les concentrations des constituants du système à l’équilibre.
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TagzEeau XVI
Acide urique M /68 [2,47 mgr. pour 1 cm° NaOH N 7/10]: Hypoxanthine M /68 [2 mgr. pour 1er NaOH N /10] ; Méthylviologène 10-3,M ; Déshydrase solution à,1 % dans tampon M de pH = 7, 2; Hydrusulfite de Na solution à 0,12 % dans tampon M de pH = 7,2. eee < En . ë
Chaque tube contient : 2 cm? de tampon M de phosphate de pH — 7,2, 1 cm méthylviologène, 0,5 cm? solution d’hydrosulfite. Dans le tube n° 1 on ajoute, lorsque l'équilibre est atteint, 1 cm° acide urique et 1 cm° déshydrase. Dans le tube n° 2 on ajoute au début 0,5 cm$ solution d’hydrosulfite et, lorsque équilibre est atteint, on ajoute 1 em d'acide urique et1 cm de déshydrase. Dans le tuben°3ily a aussi, en plus, 0,5 cmÿ d’hydrosulfite et on ajoute, lorsque l’équilibre est atteint, 1 cm d hypoxanthine et 1 cm de déshydrase. é &
Numéros des tubes | — EE —— — Heures 1 2 8 Ez volt Ex volt Ex volt AS SN SRE — 0,501 | — 0,488 —_ 0407 HO an — 0,481 —.0,496 — 0,511 mélangé mélangé mélangé D 0 une — 0,419 — 0,494 — 0,523 DOTE PR Pre — 0,369 — 0,433 — 0,519 DNA SOU PATES —— 0,366 — 0,389 — 0,515 AA LR PT RQ — 0,369 —"0,394 — 0,493 AN re Nes ES — 0,357 — 0,385 — 0,495 ORDER Re — 0,360 — 0,389 — 0,497 Jrha dsce ME OU — 0,359 | — 0,390 — 0,498 FE SE TE RES — 0,359 | — 0,389 — 0,495 pH = 7,01 PH 71 pH =0/19
On calcule ces valeurs à partir de la quantité de colorant et d’hydrosulfite introduits. ;
La comparaison de l'écart expérimental AE; avec la valeur calculée d’après la relation (X XIV) fournit les résultats suivants :
Tube 1 : AE: 0,019:volt. AE ,,-= 0,027 volt.
Tube 2 : AE ue — 0,014 volt. Es, — 0,015 volt.
calculé.
14. Équilibre entre la xanthine et l’acide urique. — La détermination de l’équilibre xanthine acide urique a été effectuée de la même manière que celle de l’équilibre hypoxanthine 2 acide urique.
Les seules différences sont dûes aux conditions particulières de solubilité de la xanthine. Ce corps est extrêmement peu soluble dans l’eau. Avant de l’introduire dans le mélange tamponné, il fallait le dissoudre dans de la soude N [10
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et on ne pouvait opérer que dans des solutions dont l’activité en ions H* était supérieure à 10—75.
‘Les tableaux XVII à XXI montrent les différentes valeurs des potentiels observés et du potentiel normal calculé à partir de ces données. Le tableau XVITI comprend les mesures effectuées à pH 8,4 qui montrent que pour cette activité en ions H+ le méthylviologène a un potentiel normal trop écarté de celui des oxypurines à 382.
TagzEau XVII
Xanthine 1,47-10—2 M (2,23 mgr. pour 1 cm° NaOH N /10) ; Acide urique 1,47-10 M (2,5 mgr. pour 4 cm$ tampon Benedict) ; Méthylviologène 10-% M ; Déshydrase solution 1 % dans tampon M pH = 7,39.
Chaque tube contient : 1 cm® de xanthine, 1 cm® de déshydrase, 1 em$ méthylviologène, 2 cm tampon M de phosphate pH — 7,39. Dans le tube n° 2 on ajoute 1 cm? acide urique lorsque l’équilibre ést atteint, le moment est indiqué par un astérisque. Dans les tubes n°s 3, 4, 5, 6 et 7 on ajoute 1 cm? d’acide urique dès le début. Dans le tube n° 1 on ajoute 4 cm$ tampon de Benedict pour que la force ionique dés solutions et le volume du liquide soient les mêmes que dans les autres.
Numéros des tubes : A a GE Heures 1 2 3 à 5 6 7
E, volt Ez volt E} volt E7 volt E} volt E, volt E» volt
44 h. — 0,445 0457 — 0,421 0) of — 0,22 — 0,426 — 0,491
* mélange
210 h. — 0,440 10/2223 _— 0,419 | — 0,420 — 0,420 D — 0,419 pH = 7,67 | pH = 7,65 pH = 7,66 | pH = 7,70 pH = 7,65 | pH = 7,60 | pH — 7,60 E=+0,112 |Eo=+0,116 |[Eo==+0,119 | E°=+0,115 |Eo=+0,107 E=+0,111
TaBzeAu XVIII
Xanthine 7,35.10-3 M {1,1 mgr. pour 4 em? NaOH N /10) ; Acide urique 7,35-10 M (1,24 mgr. pour 1 cm NaOH N/10); Déshydrase solution à 1 % dans tampon M de pH = 7,3: Méthylviologène 10-%.M. Chaque tube contient : 1 em® déshydrase, 1 cm? méthylviologène, 2 cm® tampon M pH — 73. Dans les tubes n°8 1 et 2 on ajoute 4 em xanthine et 1 cm? NaOH 10/N. Dans le tube n° 5 on ajoute 1 cm acide urique et 4 cm NaOH:10/N. Dans les tubes n°5 4 et 5 on ajoute 1 cm° xanthine et 1 cm acide urique.
Numéros des tubes TT ES ‘ ‘ 5 Heures 1 2 ; *
Ez volt E, volt E} volt E, volt E, volt
FINE SA — 0,400 — 0,397 ks —+ 0,287 + 0,317 + 0,357 1h. —- 0,485 — 0,483 — 0,005 — 0,461 — 0,439 Lk h.. — 0,489 — 0,483 — 0,010 — 0,464 — 0,462 447 h, .. — 0,488 — 0,484 — 0,188 — 0,464 — 0,462 143 h.. — 0,487 — 0,485 — 0,192 — 0,465 — 0,464 165 h — 0,486 — 0,483 — 0,193 — 0,463 — 0,463 494 h — 0,486 — 0,483 — 0,193 — 0,465 — 0,464
pH = 8,50 | pH = 8,34 | pH — 8,37 pH = 8,35 pH = 8,27 E, = + 0,137 | E = + 0,138
TaBLeaAu XIX
Xanthine M/68 (1) [2,23 mgr. pour 4 em? NaOH N/10]; (II) Xanthine M /68 [2,23 mgr. pour 1 cm? tampon de Bénédict] ; Acide urique M /68 (2,47 mgr. pour 1 cm tampon de Bénédict) ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M de pH = 7,36 ; Méthylviologène 10-3 M.
Chaque tube contient : 1 cm° xanthine (1), 1 cm® déshydrase, 1 cm? méthylviologène, 2 cm? tampon M de pH = 7,36. No 1 + 1 cm tampon de Bénédict, n° 2 + 1 cm$ xanthine (II), n° 3 + 1 cm$ xanthine (1) ; nos 4, 5 et 6 + à l'équilibre 1 cm? acide urique ; n° 7 + à l'équilibre 1 cmÿ hypoxanthine.
Numércs es tubes Re — Heures 1 2 3 & 5 6 7
Ez volt | 7% volt E} volt E, volt E volt E, volt E; volt
4 h. 30 | — 0,390 | — 0,387 | — 0,375 — 0,398 — 0,377 — 0,388 — 0,399 17 D. — 0,445 | — 0,416 | — 0,409 — 0,440 043 — 0,435 — 0,434 25 h. — 0,428 | 0,898 | — 0,427 — 0,442 = 0439 — 0,440 — 0,420 4h h. — 04440 -| — 0,438 | — 0,439 — 04443 — 0,439 — 0,439 — 0,439 47 h. — 0,440 | — 0,438 | — 0,432 — 0,441 — 0,439 — 0,439 — 0,440 mélangé mélangé mélangé mélangé
49 h. — 0,441 | — 0,439 | — 0,238 TT NS ER us — 0,428 68 h. — 0,441 | — 0,439 | — 0,439 — 0.198 — 0,418 — 0,415 — 0,446 56 h. — 0,439 | — 0,439 | — 0,438 00) D A17 — 0,417 — 0,446 89 h. — 0,437 | —— 0,435 | — 0,438 — 0,422 — 0,414 — 0,414 — 0,453 97 h. — 0,438 | — 0,426 | — 0,437 — 0,429 — 0,415 — 0,447 — 0,453 114 h. — 0,439 | — 0,435 | — 0,435 — 0,421 — 0,416 — 0,413 — 0,452 121 h — 0,439-| — 0,436 | — 0,436 — 0,419 — 0,413 — 0,415 0 458 PH = 7,59|pH = 7,60| pH = 7,59) pH = 7,68 THE 17,62 PH = 7,60 |pH = 7,65
Eo = + 0,117 | Es = + 0,119 | Eo = + 0,146 |Eo=+-0,006
Taszeau XX
Xanthine M /68 (2.23 mgr. pour 1 em$ NaOH N /10) : Acide urique M /68 (2,47 mer. pour 1 em tam: pon Bénédict) ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M de pH — 7,36 ; Méthylviologène 10-3 M.
Chaque tube contient : 1 cm8 xanthine, 1 cm® déshydrase, 1 cm® méthylviologène, 2 cm tampon M de phosphate pH — 7,36. Dans les tubes n° 1 et 2 on ajoute 1 em? tampon de Bénédict. Dans le tube n° 3 on ajoute 1 cm® xanthine. Dans les tubes n°s 4, 5 et 6 on ajoute 1 cn acid urique. j
Numéros des tubes a — om Heures 1 2 3 l 5 6
E, volt Eh volt E} volt Ex volt E} volt Ep volt ln — 0,390 | — 0,349 | — 0,360 — 10,179 | — 0,195 — 0,203 Ath — 0,425 |.— 0,422 | — 0,423 — 0,374 — 0,405 — 0,403 4911: — 0,440 | — 0,439 | — 0.,448 — 0,408 e — 0,413 — 0,411 SFA EUR — 0,438 | — 0,438 | — 0,438 — 0,410 — 0,412 — 0,411 43 h .. ROME) = 0840 | "073 — 0,412 — 0,411 — 0,412 5 Li à — 0,438 | — 0,438 | — 0,438 — 0,412 — 0,414 — 0,410 68h. — 0,439 | — 0,439 | — 0,437 — 0,410 — 0,411 — 0,411 74h. — 0,438 | — 0,440 | — 0,438 — 0,411 — 0,411 — 0.,410 MAUR — 0,439 | — 0,439 | — 0,437 — 0,411 — 0,414 — 0,411 99 h. — 0,439 | — 0,439 | —- 0,485 — 0,411 — 0,409 — 0,408 AG à — 0,436 | — 0,437 | — 0,434 —- 0,411 — 0,407 — 0,407 422%h. — 0,436 | — 0,438 | — 0,434 — 0,409 —- 0,409 — 0,410 Ah. 022972 le 0 SN — oz — 0,409 0,411 — 0,410 487h. 2 0,436 l'— 0,296 | — 0,495 — 0,409 — 0,440 — 0,440
pH = 7,54|pH = 7,55|pH — 7,54| pH — 7,52 pH = 7,50 pH = 7,47
| | Bi + pitié lie L 04120 Es =) 0 110
Tagcreau XXI
Xanthine 1,47-10-2 M (2,23 mgr. pour 1 cm? NaOH N /10) ; Acide urique 1,47-10—? M(2,47 mgr. pour 1 em$ tampon Bénédict) ; Méthylviologène 10-3 M ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M de pH = 7,39. Chaque tube contient : 1 em xanthine, 1 cm? déshydrase, 1 cm® méthylviologène et 2 em° tampon M pH = 7,39. Dans les tubes n°s 1 et 2 on ajoute 1 cm° tampon de Bénédict. Dans les tubes n°5 3, 4, 5 et 6 on ajoute 1 cm® acide urique dès le début.
Numéros des tubes EE a Heures 1 2 3 | ñ | 5 6 | Ez volt Ex volt E, volt Ey volt E, volt E volt | SL + 0,016 | + 0,023 + 0,020 + 0,020 + 0,030 + 0,031 6 h. — 0,385 | — 0,390 — 0,361 (AN On — 0,399 ob 16 h. — 0,439 | — 0,440 — 0,415 — 0,420 — 0,418 — 0,418 D RUn = 0 660 | —2 0,546 — 0,413 _— 0,422 — 0,420 — 0,418 30 h. TN — 0,418 0,420 — 0,19 —_ 0,418 65 h. — 0,448 | — 0,449 — 0447 — 0,421 — 0,420 — 0,420 72 h. 060 GES | | — 0,27 — 0,421 — 0,419 — 0,419 88 h. — 0,440 | — 0,447 — 0,422 — 0,419 — 0,419 — 0,419 115 h. 0,444 | — 0,447 | — 0,420 — 0,421 — 0,420 — 0,420 141 h. — 0,439 | — 0,447 — 0,421 — 0,421 — 0,419 — 0,419 161 h. — 0,438 | — 0,447 — 0,422 — 0,420 — 0,420 — 0,418 168 h. — 0,440 | — 0,446 — 0,420 — 0,420 — 0,420 — 0,419 189 h. 30 | — 0,439 | — 0,444 —- 0,421 —- 0,421 — 0,420 — 0,418 212 h. — 0,430) = 0,485 — 0,420 — 0,420 — 0,420 2 0,418 H = 7,54/pH = 7,70] pH — 7,62 pH = 7,65 pH = 7,64 |pH — 7,64 fé Ve, = + 0,113 | E = + 0,110 | & = + 0,107 | E = + 0,108
ÀÂ6 | SABINA fFILITTI
La figure 8 correspond aux mesures des tableaux XIX et XXI. Elle montre qu’une fois le potentiel établi dans un mélange de diastase, de méthylviologène et de xanthine, l'addition d’acide urique en quantité équimoléculaire par rapport à la xanthine initiale fait remonter le poténtiel à la valeur qu'il atteint directement quand on a affaire dès le début à un mélange équimoléculaire de xanthine et d’acide urique.
J'ai fait un certain nombre de mesuresen remplaçant les tubes de THUNBERG-
RÉ
A ER PE 2 AR ae he
AUS
heures
Borsook par des piles closes de Wurmser et GELOSO. Les tableaux suivants indiquent les résultats. On voit que les potentiels sont les mêmes que ceux obtenus avec la technique ordinaire.
TagcEeau XXII
Chaque pile contient : dans un des tubes les constituants d’une électrode au calomel moléculaire et dans l’autre tube 1 cm$ xanthine M /68 [2,23 mgr. pour 1 cm° NaOH N /10], 1 cm? acide urique M /68 [2,47 mgr. pour 1 cm? tampon Bénédict], 1 cm“ déshydrase Solution à 1 % dans tampon M de PO,H,Na pH = 7,3, 1 cm méthylviologène 10-% M et 2 cm tampon M dé phosphate pH = 7,3.
Numéros Poe E, en volt pH solution E, à 380 dés piles bol solution à 38° à 380 :
1 + 0,272 — 0,408 7,47 + 0,111 2 + 0,272 —- 0,414 7,48 + 0,106 | RO é Ê A 38° pendant 123 3 + 0,268 | — 0,412 7,47 + 0,107 heures A + 0,264 0 107 7,44 + 0,110
Valeur moyenne de E, = + 0,1085,
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Chaque pile contient :
et dans l’autre tube 1 cm8 xanthine M /68 [2,23 mer. pour 4 cm$ NaOH N/10] 1 cm° [2,47 mgr. pour 1 cm$ tampon de Bénédict] 1 cm3
TagLzEeau XXIII
dans un des tubes les constituants d’une électrode au calomel moléculaire
acide urique M /68
méthylviologène 10-% M, 1 cm déshydrase solution à 1 % dans tampon M de PO,H,Na de pH = 7,7 et 2 cm? tampon M de phosphate pH = 7,7.
: E} en volt à x :
Anse de l’électrode Re oi pATNIEn E, à 380 es piles noel solution à à 1 0,264 — 0,470 8,10 + 0,107 en, re A 38° pendant 72 2 | 0,266 0,468 8,08 . 0,107 ne 3 | 0,259 -—— 0,461 8,04 + 0,110 Valeur moyenne de E, — “+ 01080.
15. Influence de la concentration ionique. — Nous comparerons mainte-
nant les valeurs des potentiels normaux E, obtenus quand la valeur de la force ionique des solutions varie de 1,137 à 0,0323. |
La force ionique y d’une solution contenant différents ions, a, b, ce, dont les valènces respectives sont Za, Zv, Ze, est
2 = ZLa(a) —+- Zi?(b) —+ L(c) + eee
(a), (b) et (c) étant les molarités de chaque ion. . Nous devons, en effet, considérer maintenant l'influence possible de la coacentration ionique sur les écarts entre activités et concentrations, écarts - que nous avons jusqu'ici négligés systématiquement. Si l’on ne remplace plus dans l’équation (XVIII) les activités par les concentrations, on obtient : 19 Pour l’acide urique
d’où
(ac. urique) = (UH;)
K,(UH
3) (ac. urique) = fons{UH3) + fon El + fon —
LH Pons + LH fon Ka + LH fon KiKe + foERiKoK3
FF
K,K,Ky{UH.) H+
HP
Ga) = nt) TRE ARTE 2 fo Re Rolf) CO
On peut cependant continuer à admettre que les activités ne diffèrent pas sensiblement des concentrations pour-les molécules non dissociées : UH,, Xa et Hy.
D'autre part, tous les termes, à l'exception de celui qui comprend le coefficient d'activité de UH,, disparaissent quand on donne aux constantes et à l’activité des ions H+ leurs valeurs numériques.
Il reste finalement à connaître le coefficient d’activité du seul ion correspondant à une dissociation notable, c’est-à-dire la première dissociation de l’acide urique dont la constante est K..
Comme, d’autre part, la valeur vraie de cette constante de dissociation n’a pas été déterminée et que l’on connaît seulement la valeur de la constante apparente K,' — 8:10 on aboutit pour le système hypoxanthine = acide
urique à l’équation :
Rat | (hypox.) _.RT 1 [HTPKifun— + [H+P hypes 45 O3 À (ac. urique) 49 0,433 e[HTE RT 1 A 5 ‘OA log [HT] (XXVIN)
en appelant © le coefficient d’activité de UH,- pour la force ionique correspondant aux conditions expérimentales dans lesquelles a été déterminée cette constante apparente.
On a pour le système xanthime 2 acide urique :
RT 1 (xanth). RIT
Er — Eo rs 9% . û 4343 log a urique) 23 0,4343 log CHR ifene— [HP ile 2 {HP Ft 02323 08 [H*]. (XXIX)
En l’absence de données sur le coefficient d’activité de lion monovalent de l’acide urique, nous avons recherché si l’on pouvait mettre en évidence un effet de la concentration totale des ions sur les potentiels.
Nous avons opéré en tubes de THUNBERG-BorsooKk suivant la technique ordinaire.
Les tableaux suivants indiquent les résultats de nos expériences (tableaux XXIV à XXX).
TaBLeau XXIV
Hypoxanthine M /68 [2 mgr. pour 1 cm® tampon de Bénédict] ; Acide urique M /68 [2,47 mer. pour As Eee de Bénédict] ; Méthylviologène 103 M ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M/10 P = 57 .. — æ «
Chaque tube contient : 1 cm® acide urique, 1 em déshydrase, 1 cm° pon 10? M de phosphate pH = 7,7. Dans les tubes nos 4 et 2 on ajoute 1 sont des témoins servant à démontrer que l'acide ne réd 4 et 5 on ajoute 1 cm° d’hypoxanthine dès le début.
méthylviologène, 2 cm tamcm tampon de Bénédict, ce uit pas le méthylviologène. Dans les tubes n°5 3,
Numéros des tubes — re EE PER Le . Heures 1 2 3 a 5 æ : £- « ct Se AS be E} volt E} volt E}z volt E, volt Ex volt Gras + 0,314 + 0,335 002295 à 15e. — 0,062 + 0,25 — 0,299 — 0,396 — 0,398 UNE MES —- 0,053 — 0,057 — 0,400 — 0,399 — 0,403 Phoebe ice — 0,054 5 — 0,056 — 0,403 — 0,398 — 0,404 (VA RER — 0,404 — 0,396 — 0,406 JOEL — 0,403 — 0,396 — 0,406 168/h 722: — 0,400 — 0,395 — 0,406 PO MSIE — 0,400 — 0,398 — 0,405 DR Es der — 0,075 — 0,087 — 0,398 — 0,397 — 0,406 DA E ue — 0,403 — 0,398 — 0,406 DOUÉ NE EN. LE use — 0,120 — 0,118 — 0,408 PH = °7,30 pH = 7,36 DH, 40 DH 24 DH 51 En = — 0,403 | BE} — — 0,396 | Er — — 0,406 Ea = + 0,077 | E = + 0,070 | E, — + 0,073
TagrEeau XXV
Hypoxanthine M/68 [2 mgr. pour 1 cmÿ tampon Bénédict] ; Acide urique M /68 [2,47 mgr. pour
1 cm$ tampon de Bénédict] ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M /10 de pH — 7,15 ; Méthylvioloène 10 3 M.
| Chaque tu»e contient : 1 cm? d’hypoxanthine, 1 cx$ de déshydrase, 1 cm3 méthylviologène, 2 cm® tampon 10-1 M de phosphate pH — 7,15. Dans les tubes n°5 4 et 5 on ajoute 1 cmÿ acide urique lorsque l’équilibre est atteint, le moment est indiqué par un astérique. Dans les tubes n°5 2 et 3 on ajoute 1 cm d’hypoxanthine servant à démontrer qu’un excès de substrat n'influe pas sur la valeur finale du potentiel. Dans le tube n° 1 on ajoute 1 cm8 tampon de Bénédict pour que la l'orce ionique des solutions et le volume du fiquide soient les mêmes dans tous les tubes.
Numéros des tubes =— = EE — TE ——— " — Heures a 2 3 % 5 _ | = *
E; volt E} volt E volt Ex volt Er volt 1 h. 30 + 0,005 L 0,030 — 0,170 + 0,040 + 0,020 18h. — 0,435 0 235 == 0,366 06 20 25h. — 6,441 — 0,443 2 0,28b — 0,447 20 410 “Mh. — 02438 AT TRE Cuire ou 04 he. — 0,438 Pre Poe A EE 0 Pr ru, FÉTTIRR 0,443 — 0445 0249 pur 22 0 449 mélangé mélangé * 5 h. 30 204 20 445 __ 0,439 __ 0,422 — 0,421 à ee — 0,437 04 _ 0,439 0,391 — 0398 90 h ou | — 0,381 — 0,395 de, 0436 | — 0,385 — 0,385 M — 02876 — 0,386 TE TR er EUR — 0,372 — 0,384 ENT SERRES | — 0,370 — 0,381
HR: 06 H = 7,10 DH = 07708 pH = 7,00 DH 006
Ë ; ‘ ; En = = 0,376 | Ep — — 0,985 Es = + 0,072 | Eo — + 0,067
8, Flitti, L
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TOR TaBLeaAu XXVI
Hypoxanthine [M /68 2 mgr. pour 1 cm® H,0) ; Acide urique M7/68 (2,47 mgr. pour 1 cmÿ tampon Bénédict) ; Méthylviologène 10—# M ; Déshydrase solution à 1 %, dans tampon. M /10 pH = #27}
Chaque tube contient : 1 em? hypoxanthine, I em? acide urique, 1 cm° méthylviologène, 4 emÿ solution de déshydrase, 2 cm? tampon de PO,H,Na pH = 7,7:10-1 M.
Numéros des tubes Heures 1 2 3 Ey volt E, volt EZ volt Ar MOD FN — 0,153 — 0,154 —Auts D PS D CO — 0,393 — 0,391 — 0,391 DEN PNR SRE RER —_ 0,405 — 0,408 — 0,403 ASE EEE Re — 0,415 | — 0,413 | — 0,413 TT RS Re ER — 0,416 | — 0,413 | — 0,413 DU Le as ne — 0,412 — 0,411 — 0,409 BE LT d'A ER So — 0,419 — 0,419 — 0,415 pH = 7,36 PH = 7,36 pH = 7,34 En = — 0,416 Bat ite Ex = — 0,419 | LE, — + 0,059 Es = +10,062 | E — + 0,061
TaBreau X XVII
Hypoxanthine M /68 [2 mgr. pour 1 cm H?0] ; Acide urique M/136 [2,47 mgr. pour 2 cm° tampon M /50 PO,H,Na et NaOH de pH = 8,6] ; Méthylviologène 10-3 M ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M /50 de phosphate monosodique pH — 8,6.
Chaque tube contient : 1 cm d’hypoxanthine, 1 cm® déshydrase, 1 cm$ méthylviologène, 1 cm® tampon M /50 pH — 8,6. Dans les tubes n°5 1 et 2 on ajoute 2 cm$ tampon M /50 de phosphate monosodique pH = 8,6. Dans les tubes n°s 3 et 4 on ajoute 2 cm acide urique.
Numéros des tubes TT ——— Heures il 2 3 4 Ez volt E} volt E, volt E} volt 16 hh D ne DEMSNERRE — 0,492 — 0,435 — 0,367 — 0,3% CU TR CR RTE NS HO At = 0444 — 0,374 — 0,374 CRM MR An — 0,452 — 04 —_ 0380 __ 9,380 RS SR RRRMETR + NT —— 0,449 — 0,450 0380 _—_ 0,380 ES PORN — 0,449 — 0,449 — 0,389 — 0,385 EYES PAM AN | © 04 eue — 0387 — 0,388 TA En il PEU, 20 DHEA 08 pH — 2,13 En = — 0,388 | E;, — — 0,3% Es = + 0,066 | E, — + 0,072
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Tagzeau XXVIII
Hypoxanthine M /136 [1 mgr pour 1 cm$H?20] ; Acide uri M :
dei ke à L Ê gr. ; que M /136 [1,24 mgr. pour 1 cm tampon
Bénédict] ; Méthylviologène 10% M ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M:10- PH=E6 5: L Chaque tube contient : 1 em$ d’hypoxanthine, 1 cm? méthylviologène, 1 cm? déshydrase, 4 cm? H?0.
ne tube n° 1 on ajoute 1 em tampon de Bénédict, dans les tubes nos 2, 3 et 4 on ajoute 1 cmÿ acide
Numéros des tubes — Hevres il 2 3 4 E} volt E volt E} volt E, volt 3h.. 210,579 — 0,014 — 9,141 + 0,147 26 10425 0,159 — 0,366 = 0 300 DURE — 0,432 — 0,35€ — 0,378 — 0,378 JRTATNE — 0,432 — 0,370 10377 —0,381 119h.. — 0,434 — 0,365 L_19,878 — 0,385 149 h.. à 01337 — 0,867 — 0,379 70,485 2 KL) CE ——0 ,439 — 0,374 — 0,380 — 0,384 pH = 7,14 pH = 6,73 pH = 7,13 pH = 7,13 à 38° à 38° à 380 à 380 | En = — 0,375 Ex = — 0,380 En = — 0,385 | E = + 0,055 Es = + 0,078 Es — + 0,073 TaBzeau XXIX Hypoxanthine M /136 [1 mgr..pour 1 cm3 H?20]; Acide urique M /136 [1,24 mgr. pour 4 em° tampon
de Bénédict] ; Méthylviologène 103.M ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M-:10-2 pH — 7,7.
… Chaque tube contient : 1 cr8 d'hypoxanthine, 1 cx$ déshydrase, 1 cm8 méthylviologène, 2 cm$ H?0,. Dans lé tube n° 1 on ajoute 1 cn tampon de Bénédict. Dans le tube n° 2 on ajoute 1 cm° tampon de Bénédict et 1 cm? H20. Dans le tube n° 3°on ajoute 1 6m acide urique. Dans les tubes n°5 4, 5, 6 et 7 on ajoute 1 ém$ acide urique et 1 cmÿ H?0.
| Numéros c'es tubes | vs: R à Des.
Heures 1 2 3 û 5 6 7 Ex volt | Ez volt Ex volt Ez volt E, volt Ex volt Ex volt Dh — 0,122 01 — 0,344 —10:340 — 0,344 $h.| — 0,435 — 10,367 2% h.| — 0,442 | -— 0,439 | —- 0,384 10,977 — 6,369 —10,365 — 0,370 43 h,| — 0,442 | -— 0,439 — 0,285 — 0,374 — 0,378 —- 0,378 — 0,376 90 h. | — 0,442 | — 0,440 | : — 0,388 = 0,384 = 0,379 —10,382 0381 122 h.| — 0,439 | — 0,440 — 0,391 — 0,392 — 0,383 — 0,384 — 0,384 435 h.| — 0,438 | — 0,439 — 0,390 — 0,388 — 0,385 — 0,387 — 0,389 147 h. — 0,440 — 0,394 —_.0;386 — 0386 — 0,388 163 h. — 0,441 — 0,394 — 0,384 10256 =-0:297 190 h. — 0,439 — 0,397 — 0,386 210,988 — 0,289 pH = 2,16/pH = :,23| pH = 7,01 | pH = 7,10 | pH = 6,93 | pH = 6,92 | pH = 7,00 à 380 à 380 à 380 à 380 à 380 à 380 à 1589 En = —0,389|Ex — — 0,394/y — — 0,384|E7 — -— 0,386/En — — 0,388 E, = + 0,0601E, = + 0,062 = + 0,060[E0 — + 0,0561E0 = + 0,060
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TagLeau XXX
Xanthine 1,47-10-2 M [2,23 mgr. pour 1 cm$ NaOH N/10]; Méthylviologène 10-% M ; Acide urique 147.10-2 M (2,47 mgr. pour 4 em$ tampon Bénédict] : Déshydrase solution à 1 % dans tampon M /10 D 10:93: : :
d Chaque tube contient : 1 em® de xanthine, 4 cm? déshydrase, 1 cm* méthylviologène et 1 cm$ tampon 10-1M pH — 6,3. Dans les tubes n°s 1 et 2 on ajoute 1 cm* tampon de Bénédict. Dans les tubes n°5 3, 4 et 5 on ajoute 1 em acide urique.
Numéros des tubes "7 SE Heures l } 3 A 5 E, volt Ey volt E volt E volt Ez volt Ne — 0,420 — 0,421 — 0,390 — 0,389 — 0,385 18 h — 0,450 — 0,450 — 0,412 — 0,412 — 0,412 SORTIR —_ 0,450 = 0,449 — 0,412 — 0,411 — 0,411 43 h.. — 0,450 — 0,448 — 0,412 — 0,410 — 0,413 UNE. — 0,450 — 0,450 ho —_ 0,410 — 0,411 CHI ae — 0,448 — 0,446 — 0,409 — 0,410 — 0,411 114 h — 0,449 — 0,445 — 0,411 —_ 0,411 — 0,410 ES TeR —- 0,448 — 0,444 — 0,411 — 0,410 — 0,411 AGREE — 0,448 — 0,444 — 0,410 — 0,410 — 0,410 1704n8e. — 0,443 — 0,442 — 0,411 — 0,410 — 0,410 pH = 7,77 pH = 7,73 pH = 7,54 pH = 7,57 pH = 7,59 à 38° à 380 à 38° à 380 à 38° Ep = — 0,411 | En = — 0,410 | Ey — 0,411 Eo = + 0,114 | Eo = + 0,117 | E — + 0,119
Le tableau XXXT résume les valeurs de E, pour les différentes valeurs de la force ionique.
ITARTEAT EUX QI
Svstème hypoxanthine & acide urique système xanthine 77 Acide urique E, valeur moyenne (2 E, valeur moyenne U + 0,0629 1,1376 + 0.112 1,0421 + 0,0662 0,1359 + 0,119 0,1359 + 0,0695 0,0330 + 0,0634 0,0323
| On voit d’après les résultats mentionnés dans le tableau XXXI que la variation de la concentration totale en ions libres n’a pas sur les propriétés thermodynamiques du système hypoxanthine & acide urique une influence suffi-
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ou pour que Ja précision de nos mesures en permette l'étude. Par contre e système xanthine acide urique présente un effet ionique assez notable do 0,007 volt quand » varie de 1,042 à 0,135.
On peut comparer cette valeur à celle que l’on obtient en supposant applicable au coefficient d’activité de l’acide urique la formule de D&Bye :
— log f — 0,364Z Vy. (XXX)
On trouve que fun, Varie de 0,424 à 0,7179 quand la force ionique # du milieu varie, comme dans notre cas, entre 1,0421 et 0,1359.
L'écart entre ces valeurs du coefficient d’activité de l'acide urique correspond à un abaissement du potentiel normal du système xanthine 2 acide urique de 0,0071. L’accord avec l'expérience est complet.
La raison pour laquelle l’effet ionique est plus faible dans le cas du système hypoxanthine acide urique est qu’une variation donnée du coefficient d’activité de l’acide urique entraine une variation de potentiel deux fois plus grande quand le nombre d’équivalents échangés est deux fois plus petit.
On utilisera done en première approximation la relation de DEBYE pour obtenir la valeur de E, définitive.
Pour le système hypoxanthine < acide urique pour w — 1,0421
| E, — + 0,0629 +- 0,005 — 0,068 volt pour uw = 0,0323 E, — + 0,0634 + 0,0009 — 0,064 volt
Pour le système xanthine € acide urique quand — 1,0421 E, = + 0,112 + 0,0114 = 0,193 volt et pour u —= 0,1359 E, — + 0,119 + 0,0042 = 0,123 volt.
L’erreur probable des mesures expérimentales sur la valeur de E, est de
0,00336 pour le système hypoxanthine-acide urique et de 0,00535 pour le sys-
tème xanthine -” acide urique.
L'erreur maxima est de 0,01 volt.
16. Calcul de l’énergie libre. — La moyenne des résultats obtenus pour le potentiel du mélange équimoléculaire d’hypoxanthine et d’acide urique est :
E, — + 0,068 + 0,00336 volt.
On obtient alors pour la variation d’énergie libre correspondant à cette
réaction :
L AF = — RTinK = 43E, = 6300 calories,
54 SABINA FILIPTI Pour le système xanthine :> acide urique, la valeur moyenne des E, dé-
terminés est :
E, = + 0,123 + 0,00335 volt.
La variation d'énergie libre correspondant à cette réaction est égale alors à : AF — — RTinK = 23E, = 5700 calories.
II résulte de la différence des variations d'énergie libre de ces deux réactions
lt ponpoonnee Jane) RAR RM A MMA DT
VISU MSMERENTANREBLINTT EEE LUE ERP SP A EL e
EN 2 A CEE"
ee CREER ess DEC EU EE RS EE 0 0 ON IE PU EN A RE I EL A D A RC SN 220 PA EME LL. 1 HÈL== =" 1H Be SA MIE — PR PRE RE DR MN Fi A D | | 30 60 90 120 heures
Fig. 9.
que : variation d’énergie libre de l'oxydation hypoxanthine = xanthine doit être de :
AF — 600 calories.
La valeur de E, doit donc être de :
C’est ce que montrent les trois expériences dont les ré ë ésultats sont portés.
dans les tableaux XIE, XIIL et XV et sur la courbe de la figure ”. Lé
valeur moyenne obtenue est E, — + 0,006. |
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Le potentiel établi dans ces 3 cas correspond bien à l'équilibre hypoxanthine & xanthine car l’acide urique formé pendant la réduction du colorant n’atteint que 1 % de lhypoxanthine initiale, quantité négligeable par rapport aux concentrations d'hypoxanthine et de xanthine.
On remarquera que les potentiels normaux des systèmes hypoxanthine xanthine et xanthine <> acide urique sont au voisinage de la neutralité très voisins l’un de l’autre et qu’ils S’'écartent quand l'acidité augmente.
17. Influence de la température. — Plusieurs séries d'expériences ont été faites pour déterminer le coefficient de température du potentiel des équilibres hypoxanthine & acide urique et xanthine 2 acide urique.
Pour cela, une fois l’équilibre atteint à 380, on à mis les tubes contenant le mélange dans une étuve à 259 (Tableaux XXXII, XXXIII et XX XIV). Parfois, on les a ramenés de nouveau dans l’étuve à 380 (Tableau XXXIV). Le potentiel est parfaitement réversible.
Le coefficient de température AE de l'équilibre hypoxanthine 2 acide
urique est — 0",0018 et celui du système xanthine 2 acide urique est — 0",0018.
TagLeau X XXII
Hypoxanthine M /68 [2 mgr. pour 1 cm$ tampon Bénédict] ; Acide urique M /68 [2,47 mgr. pour 1 em$ tampon Bénédict] ; Déshydrase solution à 4 % dans tampon M, pH = 7,39. Méthylviologène 103 M
Chaque tube contient : 1 cm hypoxanthine, 1 cm? déshydrase, 1 cm? méthylviologène, 2 cm tampon M de phosphate pH = 7,3. Dans les tubes n°8 1 et 2 on ajoute 1 cm? tampon de Bénédict. Dans les tübes ns 3 et 4 on ajoute 1 cm acide urique.
Numéros des tubes
— EE —_ ET - 1 2 3 A Héures Témpérature Ez volt Ez volt Ex volt E, volt PTE Des ETS 380 =) 380 0} 411 — 0,362 — 0,386 NL PERD 389 — 0,447 — 0,455 — 0,414 — 0418 DUNIRRR. 380 — 0,459 — 0,461 — 0,410 — 0, 41E TEMPO 380 — 0,455 0026 0 412 —— pd INTER 380 — 0,456 — 0,465 — 0,420 — 0,409 95 Hi. … 380 — 0,463 — 0,463 0217 — 0,414 OR ea | 250 CNET. SERRE PE 250 — 0,439 — 0,440 07200 —#0,39% AAA Pod 250 — 101438 — 0,441 0,302 — 0,391 AS SE nu cd 250 — 0,436 — 0,442 10,388 — 0,388 AO LR SPAIN 250 — 0,440 — 0,442 — 0,390 — 0,390 DOOMR 28e Mes 250 — 0,435 — 0,438 — 0,389 — 0,389 pHe=07,47 pH = 7,47 pHu=,7,99 DA
96 SABINA FILITTI
L’équation de Gibbs-Helmholtz permet de calculer la chaleur à pression constante AH des deux oxydations
= f dEo GK ’ AH — nIT PH er n3E, ,
On trouve pour la première réaction :
Hypoxanthine + H,0 > Acide urique + H, AH — + 13600 calories à pH = 7,36 nes4,1370
et pour la seconde réaction :
Xanthine + H,0 —»> Acide urique + H, AH — + 5000 calories à pH — 8,01 == 10421 AH = + 6500 calories à pH = 7,7 16.1 0,1099
Tagreau XXXIII
Xanthine 1,47-10-2M [2,23 mgr. pour 4 em® NaOH N /10] ; Méthylviologène 10% M ; Acide urique 4,47.10-2 M [2,47 mgr. pour 1 cm® tampon Bénédict] ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M de pH — 7,7.
Chaque tube contient : 4 em® xanthine, 1 cm® déshydrase, 14 cm® méthylviologène et 2 cmÿ tampon
M de pH = 7,7. Dans le tube n° 1 on ajoute 1 cm? tampon de Bénédict. Dans les tubes n°5 2, 3 et 4 on ajoute 1 cm acide urique.
Numéros des tubes << Heures Température 1 2 D 3 k E volt Droit Ez volt E, volt Simine ce 389 aie 060 — 0,394 — 0,300 9h: 380 — 0,400 AN 380 - 0,481 — 0,451 — 0,452 — 0,453 48h... 380 — 0,483 — 0,452 — 0,453 — 0,453 66 h.. 380 — 0,482 — 0,452 — 0,452 — 0,453 69 h.. A250 — 0,452 31h. 2590 — 0,459 — 0,429 — 0,430 — 0,431 JAN 250 — 0,458 — 0,428 — 0,429 — 0,429 CITE ve 250 — 0,458 — 0,428 — 0,428 0,129 19700 250 — 0,459 — 0,428 — 0,429 — 0,428 200 h..: 259 — 0,458 — 0,425 — 0,427 — 0,428 240 h. 250 — 0,458 — 0,425 — 0,428 — 0,427 pH = 8,35 pH = 8,00 pH = 8,00 pH = 8,03 à 250 à 250 à 25° à 259
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TABLEAU XXXIV
Xanthine M/68 [2,23 mgr. pour 1 cm$ NaOH N /10 : Acide urique M/68 [2,47 mgr. pour 1 cmÿ tampon Bénédict[ ; Méthylviologène 10% M ; Déshydrase solution à 1 % dans tampon M /10 pH — 6,3. Chaque tube contient : 1 cm xanthine, 1 cm? déshydrase, 1 cm méthylviologène et 2 cmÿ tampon
10 M pH = 6,3. Dans le tube n° 14 on ajoute 1 cm® tampon de Bénédict. Dans les tubes nos 2, 3 et 4 on ajoute 1 cm acide urique.
Numéros des tubes ————— — " "" —— Heures Température 1 2 3 k
Ex volt Ex volt E, volt E} volt
2h 380 0,351 0,391 — 0,382 — 0,165 TEM ANSE NSRRNES 380 — 0,448 — 0,414 — 0,414 =) CONSO T SRTEE 380 — 0,450 -- 0,416 — 0,416 — 0,414 GE Er Ee) 380 — 0,450 — 0,416 — 0,416 — 0,416 95 h 380 — 0,453 — 0,419 — (019) 10 418
à 250 CITE SR Ce 250 — 0,435 — 0,400 — 0,402 — 0,402 AAABDE RATES de 250 ANT — 0,396 0,398," — 0,396 ÉR APORL E 250 — 0,430 — 0,394 — 0,394 — 0,392 ASE SN AE UT 250 — 0,425 — 0,392 — 0,392 — 0,388 à 380 DEBAT MON RER 380 — 0,448 0415 10/2420 — 0,418 DOGURI r MuiMe 380 — 0,448 0415 — 0,419 — 0,419 ONE ER RON 380 07225 CONS OS me 0,19 Ho —17,72 H = 7,73 HE 0,75 pH = 7,68 à à 38° À à 380 : à 380 à 380
CONCLUSIONS
Les déterminations effectuées au cours de ce travail peuvent être examinées au double point de vue physicochimique et physiologique.
Il y a lieu tout d’abord de comparer.les variations d’énergie libre AF avec les chaleurs de réaction à pression constante AH déterminées par BERTHELOT, quoique celles-ci se rapportent à l’état solide.
On a pour l'oxydation de l’hypoxanthine en xanthine suivant l’équation :
CGHIN4O + H,0 —> CHN,O, + H, AFs1o — + 600 calories AH — + 5000 calories
et pour Poxydation de la xanthine en acide urique, suivant l’équation -:
CHNaO, + H,0 > GEN,O, + AFsrto — +- 5700 calories AH — + 12000 calories.
Dans son mémoire sur la thermochimie des oxypurines, BERTHELOT fait remarquer qu'il y a décroissance dans la chaleur dégagée par la combinaison successive des atomes d'oxygène et que ceci est conforme à une relation générale dans les combinaisons formées en proportions multiples, à savoir : que la chaleur dégagée par les combinaisons successives de deux éléments ou de deux corps déjà composés va en diminuant plus ou moins rapidement que l’un des éléments s’accumule.
On voit que la variation d’énergie libre correspondant à l’oxydation du groupement :
ed SAN RreE NH
ScH se N/ NH” “OH NH/
va aussi en croissant du premier au deuxième stade d’oxydation.
Il n’est pas possible de discerner si cette croissance est due à la différence de position du groupement qui cède l'hydrogène ou à une différence dans l'énergie de l’hydratation qui précède l’oxydation. |
En ce qui concerne la chimie des organismes, les résultats de ce travail permettent de considérer la synthèse des purines du point de vue énergétique. De la manière courante, les formations des divers constituants cellulaires sont simplement envisagées comme des réactions individuelles se faisant grâce à la
présence de catalyseurs spécifiques. WurmMsEer a cherché à établir une relation entre les synthèses multiples qui permettent aux cellules de conserver leur composition chimique. Dans cette théorie, certaines phases du métabolisme sont des oxydoréductions réversibles en équilibre entre elles et avec les systèmes électroactifs des cellules. Or le potentiel des milieux cellulaires a une valeur voisine de — 0,050 volt. Les potentiels normaux à 380 et à pH — 7 des systèmes hypoxanthine-xanthine et xanthine-acide urique sont respectivement — 0,407 volt et — 0,353 volt, c’est-à dire ont des valeurs négatives beaucoup plus grandes que le potentiel cellulaire. On doit done penser que l'oxydation des oxypurines ne constituë pas une phase réversible dans l’organisme.
On peut se demander toutefois si dans un territoire limité de la eellule où se ferait précisément une telle transformation, le potentiel n’est pas différent de la valeur admise pour l’ensemble du cytoplasme. Etant donné que les dérivés puriques entrent spécialement dans la constitution du matériel du noyau, il vient à l’idée que le potentiel du milieu nucléaire peut différer de celui du reste de la cellule. RaPpkine et WurmMser (?#) ont bien trouvé par micro-injection d'indicateurs dans les noyaux de certaines cellules que le potentiel est le même que celui du cytoplasme. Mais il s’agit ici du potentiel des systèmes électroactifs en équilibre rapide contenu dans les cellules et non du potententiel dû aux systèmes lents. Ce dernier est le potentiel vrai qu’il faut considérer pour ce qui nous occupe et on ne connaît pas sa valeur pour le noyau. Cependant, rien à la vérité ne permet de croire que ce potentiel diffère de celui du cytoplasme. En outre les travaux des physiologistes montrent que le passage de lPacide urique à la xanthine ou à lFhypoxanthine ne parait pas pouvoir se réaliser dans les tissus et l’on sait d’autre part, depuis KosseL, que les oxypurines ne sont que des produits secondaires formés aux dépens de ladénine et de la guanine : ils ne doivent donc pas participer à des équilibres cellulaires fondamentaux.
Il y a par conséquent un accord complet entre nos résultats et ce que Pon sait du comportement des oxypurines dans les organismes.
RESUME
Ce mémoire commence par un exposé de la méthode électrométrique appliquée à la mesure de l’énergie libre des réactrons d’oxydation et de TéQ ÉLUS entre corps non électroactifs. Les conditions pratiques à réaliser sont d avoir à sa disposition un catalyseur suffisamment pur et un corps électroactif intermédiaire dont le potentiel normal est suffisamment voisin de celui du système non électroactif que l’on étudie. |
Dans le cas des équilibres entre l’hypoxanthine, la xanthine et l’acide urique, on disposait d’un bon catalyseur : la xanthinedéshydrase. Une série de recherches préliminaires a montré qu’il existait un colorant, le chlorure de diméthyl-y,'-dipyridile ou méthylviologène, qui pouvait être employé comme corps électroactif intermédiaire.
Ce colorant a donc été préparé par la méthode de MicuaEzis et a servi pour toutes les déterminations suivantes :
19 On a mesuré le potentiel de mélanges -en équilibre constitués par des quantités équimoléculaires de xanthine et d’acide urique ou d’hypoxanthine et d’acide urique, en présence de la diastase, du méthylviologène et de phosphates maintenant l’activité des ions HT à une valeur déterminée.
Le potentiel mesuré, Ex est défini par les relations
EM (xanth) Bb 2508 ac-urique) RT 1, KKK,+KKH+]+K(H*E+[H+R, 1 RT, ou:
2604886 (FF [HFPRan, + (HIRaRos + 0,4043 9 IO[H*l, 4 ANNE (hypox.) RATES [H*] PAT 45 0,4328 108 far. unique) — 4 0 Re]
| KK,K; + K; nes LEPK [ATP 7 RT
il + g 04343 108 [H°*]
où Ke et KE représentent les constantes de dissociation de la xanthine, K,, celle de l'hypoxanthine et K,, K, et K, les trois constantes de dissociation de l'acide urique, et (xanth.), (hypox.) et (acide urique) représentant la somme des quantités de xanthine, d’hypoxanthine et d’acide urique dissociés et non dissociés.
Les mesures donnent directement la valeur du potentiel correspondant à la semi-réduction des systèmes.
2° On a ajouté à un mélange d’hypoxanthine ou de xanthine ayant atteint
son équilibre en présence de méthylviologène et de diastase, la quantité d’acide urique nécessaire pour ramener les rapports yo CES (ac. urique) (ac. urique
‘eur {. La réaction a progressé alors en sens inverse de l’oxydation et les valeurs finales ont été les mêmes que celles obtenues dans les expériences précédentes.
30 On a obtenu encore le même état d'équilibre en partant d’acide urique, et de méthylviologène réduit par l’hydrosulfite de sodium.
Pour calculer le potentiel normal, E,, on a utilisé les constantes de dissociation de l’acide urique et de la xanthine déjà connus et on a déterminé par la méthode de solubilité celles de l’hypoxanthine. :
Kay = 2,13 103 Kyo = 8,07 10m
à la va-
La comparaison des potentiels normaux montre que la variation d’énergie libre correspondant aux deux stades d’oxydation est : pour le système hypoxanthine 7 xanthine :
AF = + 606 calories pour le système xanthine € acide urique AF == + 5700 calories
les chaleurs de réaction à pression constante présentent une disproportion analogue.
Au point de vue physiologique, la détermination des potentiels correspondant aux systèmes hypoxanthine = xanthine et xanthine 2 acide urique montre qu’il ne doit pas y avoir d'équilibre entre ces oxypurines dans les milieux cellulaires. Ce résultat est conforme à ce que l’on sait sur le métabolisme de ces
substances.
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