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Trois techniques de chromatographie d'affinit6 de l 'anhydrase carbonique ont 
d6js- 6t6 propos6es 1-3. Elles mettent en jeu la liaison par covalence d 'un inhibiteur de 
cet enzyme: p-aminobenz6ne sulfonamide (sulfanilamide) 1 ou p-aminom6thyl benz6ne 
sulfonamide (sulfamylon) 2 ou encore p-(2,4-diaminoph6nyl)azo benz6ne sulfonamide 
(Prontosil) 3, avec un support  macromol6culaire. Cependant les inhibiteurs cit6s sont 
sans effet sur l 'anhydrase carbonique d'origine v6g6tale. Le pr6sent texte rend compte 
de la possibilit6 d'isolement de cet enzyme en utilisant un d6riv6 d 'une sulfonamide 
h6terocyclique: 2-ac6tyl-amino-l,3,4-thiadazole-5-sulfonamide ou Diamox, inhi- 
biteur de l 'anhydrase carbonique animale 4 et v6g6tale 5. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Obtention de l' inhibiteur 
Le 2-amino-l,3,4-thiadiazole-5-sulfonamide est obtenu 5- partir  du 2-ac6tyl- 

amino-l,3,4-thiadazole-5-sulfonamide connu sous le nom commercial de "Diamox".  
L'hydrolyse de la liaison amide peut ~tre obtenue par l '6thanol chlorhydrique 6 ou, 
avec un meilleur rendement, par un volume minimum d'acide chlorhydrique-eau 
(1:4) 5- chaud, jusqu'5- dissolution 7. La neutralisation par une lessive de soude amine 
la cristallisation du nouveau produit. Plus r6cemment celui-ci nous a 6t6 offert 
gracieusement par les laboratoires Th6raplix. 

Couplage avec polymOre support 
Le polym6re (agarose) est "activC' par CNBr 7. On peut aussi avoir recours 5- 

un produit commercial d6js- activ6. 
Trois types de couplages ont 6t6 r6alis6s (Fig. 1): 
(A), L'inhibiteur est fix6 directement au polym6re 8. 
(B), L'acide 6-amino-hexanoique est fix6 sur le polym~re. L'inhibiteur est 

ensuite li6 5. la fonction acide en utilisant un carbodiimide soluble: le 1-6thyl-3-(3- 
dim6thylamino-propyl) carbodiimide 9. 

(C), I~labor6 comme le pr6c6dent mais avec l'acide 11-amino-und6canoique. 



490 NOTES 

_A_ 
N.-II -/I-ssN 

_[3_ 

o 

t _ C  _ N N 

Fig. 1. Diffirents adsorbants rialisis avec l'agarose et l'inhibiteur de l'anhydrase carbonique. 

PrOparation de l'kchantillon vkg~tal 
Un lot de 30 g de poudre v6g6tale s6che obtenue par broyage apr6s lyophili- 

sation est extrait 3 fois par un tampon Tris 0.01 M (pH 9.2) additionn6 de SOsNaz 
0.01 M au moment  de l 'emploi pour limiter l'activit6 de la polyph6noloxydase. Cet 
extrait subit d 'abord un tamisage mol6culaire grace ~t un passage au travers d'une 
colonne de polydextrane (Sephadex G-75). 

Fixation et ~lution de l 'anhydrase carbonique 
L'extrait partiellement purifi6, ajust6 ~t pH 7.5 est percol6 au travers d'une 

colonne contenant 5 g de "Sepharose-Diamox". L'anhydrase carbonique est retenue 
par le produit C. Elle n 'est  pas retenue par les produits A et B. Ce r6sultat ressemble 
~t celui obtenu par  Cuatrecasas 1° avec la fl-galactosidase. 

L'enzyme est 61u6e par l 'iodure de sodium 0.1 M dans du Tris 0.1 M (pH 7.5) t. 
L'iodure peut 8tre s~par6 de l 'enzyme par chromatographie d'exclusion diffusion sur 
gel ou par ultrafiltration. Apr6s rinqage avec du Tris (pH 7.5) la colonne est prSte 
pour une nouvelle s6paration. 
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