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CONTRIBUTION
A L'fiTUDE DU MfiCANISME DE L'ACTION

EONGISTATIQUE ET ANTIMfiLANIQUE
DE LA

THIO-UREE
PAR

Edmond PONGRATZ
(Avcc 10 flg.)

PREMIERE PARTIE

Mecanisme de Taction fongistatique
et antimelanique de la thiouree.

INTRODUCTION

C'est ä Reynolds que nous devons la decouverte, en 1869,
de la thio-uree (Tu) encore appelee thio-carbamide ou impro-
prement«sulfo-uree ». Ce produit octogenaire est reste pendant
longtemps dans l'oubli, surtout au point de vue de ses pro-
prietes biologiques. Ce n'est que recemment que la thio-uree
et ses derives se sont implantes dans les differents domaines
de l'activite scientifique, industrielle, agricole et medicale oil
ils occupent une place importante.

Fleury [1] a donne en 1948 une vue d'ensemble des proprietes
chimiques et biologiques de ce corps; nous lui empruntons
plusieurs donnees generales.
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La chimie analytique emploie largement la Tu et nombre
de ses derives, principalement comme reactif des metaux
lourds.

Dans le domaine de la biologie vegetale et en agriculture
specialement, on reconnait ä la Tu le pouvoir de rompre le

sommeil des semences et tubercules, et d'abreger ainsi la duree

du repos hivernal [2]. La Tu constitue encore le corps le plus
simple de toute une famille de substances qui, depuis la guerre,
sont utilisees comme insecticides et fongicides. Parmi ces

derniers se trouve le disulfure de tetramethylthiurame
(T. M. T. D.), le dimethyldithiocarbamate de fer ou de zinc,
et l'ethylene bis dithiocarbamate de sodium ou de zinc. Toutes

ces substances entrent dans la preparation de melanges anti-
cryptogamiques commercialises sous les denominations res-

pectives d'Arasan, Organol, Fermate, Zerlate, Dithane D. 14,

Parzate ou Dithane Z 78.

En 1927, Denny [3] fit ses premieres experiences d'inhibition
avec la Tu; plus tard en 1935 et 1942, il la preconisa comme

agent inhibiteur du noircissement de differents tissus vegetaux
et en particulier des jus de fruits.

En 1944, F. Chodat et Duparc [4] ont examine l'influence de

la Tu sur le noircissement et la respiration de la pomme de

terre. Pendant la derniere guerre, la Tu a parfois ete utilisee en

Suisse pour empecher le noircissement de la puree de pomme
de terre crue, alors employee pour la panification.

La thio-uree et ses derives (tetramethylthiouree, thio-
uracile, methyl et propylthiouracile) sont employes depuis peu,
mais couramment dejä, pour le traitement des hyperthyreoses.
Astwood [5] — ä la suite d'observations de Chesney, Clawson et
Webster en 1928 et Kennedy en 1942 — preconisa le premier
en 1943 l'emploi de certaines de ces substances (Tu et thio-
uracile) comme agent therapeutique de la maladie de Basedow.

Leur action a ete etudiee sous tous ses aspects [6, 7]. Plusieurs

auteurs ont montre que le point d'impact des thio-urees, en

tant que medicaments antithyroidiens devait etre localise dans

le Systeme enzymatique de la glande thyroide [8]. On connait
plusieurs enzymes sensibles ä la Tu et ses derives, mais c'est

surtout le groupe des phenolases (tyrosinase, laccase) qui a
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retenu l'attention des differents chercheurs. Les mono et

polyphenoloxydases sont des ferments hydrosolubles et conte-
nant du cuivre; ils contribuent a l'oxydation de substances de

nature principalement phenolique et sont responsables du
brunissement postlesionel de beaucoup de plantes et de la
formation des pigments noirs ou melanines. Ces ferments sont

particulierement sensibles ä l'effet de la thio-uree et de ses

derives strumigenes [9].
Un des derives de la Tu, i'a-naphtylthiouree, plus connu sous

le nom d'Antu est une substance des plus actives vis-ä-vis de ce

Systeme fermentaire [10], Fleury [1] a montre dans des

experiences in vitro Taction inhibitrice de la thio-uree sur la melano-

genese enzymatique. Ses essais ont porte sur le jus de Vicia faba,
sur Psalliota campestris et sur la reaction quasi synthetique
decouverte par Chodat. Cette derniere reaction consiste en

Tobtention d'un homologue des melanines sous forme d'un
pigment bleu (cresol-azur), grace ä la catalyse de l'oxydation
du p-cresol par la tyrosinase de pomme de terre en presence
d'un acide amine: le glycocolle.

L'inhibition de la melanogenese enzymatique peut aussi se

manifester in vivo. Fleury [1] a encore amplement montre l'effet
inhibiteur de la Tu et de ses derives sur le noircissement

d'Aspergillus nigcr.
Richter et Clisby [11] ont observe que Tingestion prolongee

de phenylthiouree determinait chez les rats noirs une
depigmentation du pelage, observation confirmee depuis par
Dieke [12],

R. Jacques [13] signale que le thio-uracile possede comme
beaucoup de derives de la thio-uree, une action antimelanique,
qui peut-etre mise en evidence in vivo chez l'Axolotl, sur la

queue en voie de regeneration. La pigmentation normale
s'installe peu de temps apres la cessation du traitement au
thio-uracile.

Green, Mc Carthy et King [14] etudient l'effet sur le meta-
bolisme de Chlorella de poisons reconnus comme ayant une
action specifique sur Tactivite catalytique d'enzymes contenant
du cuivre: la thio-uree, Tallylthiouree, l'hydroxy 8-quinoleine
et le diethyldithiocarbamate de sodium. Iis trouvent que tous
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ces corps inhibent la photosynthese et la respiration de la
Chlorelle.

Nous voyons que la thio-uree et ses derives exercent une nette
action sur des processus fondamentaux de la vie. L'effet sur la

melanogenese precedemment Signale est le plus immediatement

apparent mais ne constitue en fait qu'une action sur un phö-

nomene accessoire: F. Chodat a toujours considere la melanogenese

comme un «satellite» des processus respiratoires.
Nous pümes avec Fleury nous former l'opinion qu'elle est

la manifestation d'un traumatisme, d'une decheance ou senilite
cellulaire liee elle-meme ä l'arret respiratoire.

Plusieurs auteurs, parmi lesquels R. Stadelmann [15], ont
etudie l'effet inhibiteur de la Tu sur des processus d'oxydation
catalyses par le cuivre ionique. Ces experiences, parmi d'autres,
et le pouvoir depuis longtemps reconnu ä la Tu de former
facilement des complexes avec differents metaux, suggerent

que la Tu doit ses proprietes biologiques au fait qu'elle bloque
l'activite de certains d'entre eux.

Nous avons eu le privilege de pouvoir effectuer quelques
recherches au Laboratoire de microbiologie et fermentations
de l'Institut de Botanique generale de l'Universite de Geneve;
son directeur, le professeur F. Chodat, nous a conseille d'appro-
fondir l'etude du mecanisme de Taction biologique de la
thio-uree par des analyses chimiques.

Nous presentons ici les resultats de nos recherches.

CHAPITRE PREMIER

Methodologie

1. Preparation des milieux de culture et culture d'Aspergillus
niger.

Pour la preparation des milieux de culture et leurs sterilisation

par autoclave ou par filtration sur Seitz, pour le flaconnage,
la technique d'inoculation, le controle de purete, etc., on
consultera la these de CI. Fleury [1],
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2. Destruction des matieres organiques en cue du dosage de

substances minerales [16] (cuivre, fer, zinc).

Nous avons renonce ä la mineralisation par voie seche,

comprenant incineration et calcination car cette methode
conduit facilement ä des pertes de cuivre principalement et

parfois aussi ä des gains [17] (cuivre provenant des brüleurs).
Apres de nombreux essais d'attaque par voie humide ä

l'aide des acides sulfurique, nitrique et perchlorique, utilises de

diverses manieres, nous nous sommes finalement arretes ä la
methode suivante:

On pese 0,5 gr de tissu fungique seche et broye que Ton intro-
duit dans un matras en pyrex de 100 cm3, on ajoute 5 cm3

d'acide nitrique ä 40° B et 0,5 cm3 d'acide sulfurique concentre.
On chauffe legerement sur un bain de sable en maintenant le

matras vertical: bientöt la reaction d'oxydation devient vive,
il se degage d'abondantes vapeurs de peroxyde d'azote (tra-
vailler sous chapelle ä bon tirage). II est indispensable de

surveiller l'operation pour pouvoir retirer ä temps les matras
et les refroidir si la mousse formee dans ces recipients avait
tendance ä deborder. Lorsque cette premiere attaque s'attenue
et que la mousse a cesse de se former, on laisse refroidir et on

ajoute encore 5 cm3 d'acide nitrique et 0,5 cm3 d'acide

perchlorique. On chauffe de nouveau en s'arrangeant a mainteuir
une ebullition reguliere: on elimine ainsi l'eau ct l'exces d'acide
nitrique; vers la fin de l'operation le liquide noircit, on incline
alors fortement les matras pour eviter les pertes de substance

par projection eventuelle. On chauffe plus energiquement pour
arriver ä une decoloration complete de la solution charbon-
neuse. Si cette operation est insuffisante pour decolorer la solution,

on laisse refroidir et on reprend par quelques centimetres
cubes d'acide nitrique ou perchlorique. L'evaporation des

acides oxydants est poussee jusqu'ä l'apparition de fumees
blanches d'acide sulfurique. Pour eliminer les acides nitro-
sylsulfurique eventuellement presents, nous avons traite ensuite
le residu sulfurique par 0,5 cm3 de perhydrol et evapore jusqu'ä
apparition de fumees blanches, cette operation est suivie d'un
nouveau traitement par 1 cm3 d'eau et d'une evaporation
consecutive pour detruire l'H202.
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Le produit de la mineralisation obtenu est dissous par
quelques centimetres cubes d'eau distillee (chauffer pour bien

solubiliser tous les sels qui sont parfois fortement adsorbes

sur les parois du matras). On transvase dans un flacon jauge
de 50 cm3, on ajoute 2,5 cm3 d'acide chlorhydrique concentre

et on complete au trait de jauge avec de l'eau distillee.
II va sans dire que tous les reactifs utilises pour la mineralisation

et pour les dosages sont de purete chimique rigoureuse;
il est cependant toujours indique de faire des essais ä blanc,

qu'on utilise comme temoins.
Cette methode de mineralisation permet d'obtenir les

elements metalliques sous forme de sulfates. L'operation executee

convenablement, elimine les substances oxydantes pouvant
gener lors de certains dosages (utilisant la dithizone par
exemple).

3. Dosage da jer total des lissus fungiques.

De nombreuses methodes de dosage du fer dans les substances

biologiques ont ete decrites, la plupart des methodes colori-

metriques font emploi soit d'a, a'-dipyridyl, d'O-phenanthroline
ou encore de rhodanate de potassium. Nous avons adapte une

methode utilisant cette derniere substance comme reac-

tif [18, 37]. La methode a l'avantage d'etre tres rapide, suffi-

samment precise et de ne pas necessiter la reduction prealable
du fer.

On procede comme suit:
Dans un entonnoir ä robinet, 5 cm3 de la solution minerale

(voir ci-dessus) sont additionnes de 5 cm3 d'une solution ä

40% de KSCN. On extrait le rhodanate de fer (III) rouge par
une seule agitation (2 minutes) avec 20 cm3 d'ether. On laisse

decanter, on fait couler la solution aqueuse qu'on jette et on

reijoit la liqueur etheree dans une eprouvette. Cette solution
relativement stable est soumise ä l'examen photometrique
(cuve de 3 cm, fdtre bleu-vert S 47 ou bleu S 50). Les resul-

tats sont compares ä une courbe etalon etablie dans les memes

conditions operatoires mais avec des quantites connues de fer.

En prenant quelques precautions (standardisation de l'extrac-
tion, acidite et temperature constante) la methode fournit des
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resultats absolument reproductibles et concordant bien avec

ceux obtenus par une autre methode utilisant l'O-phenan-
throline [38].

4. a) Dosage du cuivre par voie chimique.

Nous avons utilise pour le dosage du cuivre dans les tissus

fungiques, la methode colorimetrique ä la dithizone decrite

par S. L. Morrisson et Harriet [19].
On procede comme suit:
La substance (2 gr) est mineralisee par voie humide; on

prend soin d'eliminer tout acide oxydant en evaporant plu-
sieurs fois, apres avoir ajoute 5 cm3 d'eau jusqu'ä formation de

vapeurs blanches. On dilue ä 25 cm3 dans une ampoule ä

decantation, neutralise au rouge cresol en ajoutant goutte ä

goutte de l'ammoniaque concentre. On ajoute ensuite 2 cm3

de solution tampon de pH-2,3 (8,3 gr de Na2HP04 anhy-
dre + 38 gr d'acide citrique dans 250 cm3 d'eau) et extrait
le cuivre avec 20 cm3 de solution de dithizone ä 7,5 mg/lCCl4,
fraichement preparee. On secoue 10 minutes, separe la solution
de tetrachlorure de carbone qu'on lave avec 10 cm3 d'une
solution d'iodure de potassium (10 gr KJ + 5 cm3 HCl N

+ 450 cm3 d'eau). On secoue 2 minutes et on separe. On

mesure au spectrometre ä 520 mp la lumiere transmise. Apres
avoir separe le cuivre comme dithizonate par la methode

decrite, nous avons prefere doser cet element comme diethyl-
dithiocarbamate de cuivre (methode de Piper) [20]; pour cela

on evapore la solution de tetrachlorure de carbone ä siccite en

presence d'une goutte d'H2S04 et une goutte d'acide perchlo-
rique (pour detruire le dithizonate de Cu). On dilue avec de

l'eau, alcalinise legerement avec de l'ammoniaque et precipite
le cuivre en ajoutant quelques gouttes d'une solution aqueuse
ä 3% de diethyldithiocarbamate de sodium. Le complexe cu-

prique brun-jaune est extrait avec de l'alcool amylique ou du

CC14 et l'intensite de la coloration est mesuree au photometre.
Tous les produits utilises doivent etre de purete rigoureuse;

la solution tampon et la solution d'iodure de potassium sont
debarrassees des traces de cuivre par secouage avec une solution

de dithizone puis avec du tetrachlorure de carbone pur.
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4. b) Dosage du euivre par voie microbiologique.

Nous avons utilise la methode decrite par Mulder [21],
basee sur la particularity que tres peu de euivre suflit ä la
eroissance du tissus mycelien d'Aspergillus niger tandis qu'une
plus grande quantite est necessaire au developpement des

conidies et specialement ä leur pigmentation brun-noir. On

estime l'intensite de celle-ci par comparaison ä des temoins:
la pigmentation etant fonetion de la teneur en euivre du milieu
sur lequel on a fait croitre la moisissure (Gollmick).

Cette methode de dosage biologique du euivre presente un
grand avantage sur les methodes chimiques (colorimetrique):
eile ne necessite pas la separation de l'element ä doser des

autres substances; de plus eile est extremement sensible

puisqu'elle permet la mise en evidence de 10"4 ä 10"3 mg de

euivre. Dans les meilleures conditions il est possible d'estimer
des differences de teneur en euivre de l'ordre de 0,1 y.

Nous avons modifie la methode originale de Mulder comme
suit: on cultive Aspergillus niger sur le milieu suivant:

I II
HsO bidistillee
Glucose.
KN03
K2HP04
MgS04.7H20

1000 cm3
50 gr

5 »

2,5»
1 »

FeCl3.6H20
ZnS04.7H20
MnS04.4H20
Na2Mo04.2H20
Gelose

50 mg
20 »

3 »

1,5»
30 gr

Afin d'eliminer les traces de euivre qui existent dans les

produits commerciaux les plus purs, on fait passer quelques
bulles d'hydrogene sulfure dans la solution I, on ajoute 5-10 gr
de charbon vegetal « Norit » qui adsorbe le sulfure de euivre
forme et on chauffe ä ebullition en agitant souvent. On filtre
deux fois sur le meme filtre. On peut egalement extraire les

traces de euivre de la solution I par la dithizone en solution

chloroformique ou encore par precipitation du euivre au moyen
de reactifs organiques suivi d'un traitement ä la norite. On

ajoute ensuite les oligoelements (II) qui doivent etre le plus

purs possible.
Mulder utilise ce milieu sous forme liquide; nous avons trouve

qu'il etait preferable de l'utiliser solidifie par la gelose lorsqu'on
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peut se procurer de l'agar-agar exempt de cuivre (presentation
en fibrilles de preference ä la forme en poudre). Dans ces

conditions, les conidies se developpent plus rapidement et de

fafon plus homogene.
Le milieu (liquide ou solide) est reparti ä raison de 10 cm3

dans les erlenmeyers de 100 cm3 de contenance rigoureusement

propres.
Pour le dosage du cuivre dans les mycelia, on ajoute ä un

flacon ainsi prepare une partie aliquote du produit de mineralisation

(voir plus haut), prealablement neutralise. On s'arrange

pour que la quantite de cuivre ainsi introduite n'excede pas 1 y.
Apres autoclavage (15 minutes ä 105°) ces milieux sont inocules

avec 0,5 cm3 d'une forte suspension de spores d'Aspergillus niger
provenant de subcultures sur milieu appauvri en cuivre.

Apres 3-5 jours d'incubation ä 35°, on estime l'intensite de la

pigmentation des conidies d'Aspergillus en comparant ä des

cultures temoins auxquelles on a ajoute des quantites connues

(O;0,l; 0,2 1,0 y Cu+2) de sulfate de cuivre.
En l'absence de cuivre, le mycelium est pauvrement deve-

loppe de couleur claire et quasi sterile. En presence de quantites
croissantes de cuivre, les cultures d'Aspergillus niger montrent
un meilleur developpement des conidies et la teinte de celles-ci

varie du jaune, jaune-brun, brun clair, brun fonce au brun-noir.

5. Dosage de Vetkanol.

Pour le dosage de l'ethanol dans les milieux de culture,
nous avons adapte le precede döcrit par J. Rochat [22],
modification de la methode de Nicloux [23] pour le dosage de l'alcool
ethylique sanguin.

La methode repose sur la transformation integrale de

l'ethanol en acide acetique par Oxydation, en milieu sulfurique
ä l'aide de bichromate de potassium. L'exces de bichromate
est reduit au moyen d'une solution de sulfate double de fer
et d'ammoniaque, l'excedent de sei de Mohr est titre au

moyen d'une solution de permanganate de potassium.
Nous avons precede comme suit:
20 cm3 de la liqueur de culture sont additionnes de 10 cm3

de solution saturee d'acide picrique et soumis ä la distillation
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en utilisant une petite colonne de fractionnement d'environ
10 cm. On distille directement en refrigerant dans un petit
ballon jauge de 15 cm3. L'extremite effilee du refrigerant
plonge dans environ 3 cm3 d'eau. On recueille environ 10 cm3

de distillat et complete au trait de jauge avec de 1'eau.

Pour le dosage de l'ethanol, on preleve 5 cm3 pour un essai

preliminaire, puis 5 cm3 pour l'essai definitif. Suite des operations

selon indications donnees par J. Rochat.

CHAPITRE II

Influence de la thio-uree et röle du cuivre chez
« Aspergillus niger »

Fleury [1, 24, 25] a abondamment discute les differentes

possibilites d'interference de la thio-uree; elles sont nom-
breuses et plusieurs peuvent se realiser simultanement et
concourir ä Taction fongistatique et antimelanique de la Tu.

Comme hypothese de travail, nous n'avons toutefois retenu
qu'une action de bloquage de la Tu s'exergant uniquement sur
le cuivre en « complexant» ce dernier.

II est necessaire de preciser ici que les actions fongistatiques
et antimelaniques de la Tu sont deux actions inseparables et
simultanees in vivo.

L'action inhibitrice de la thio-uree sur les enzymes cupriques
etant bien etablie [1], et connaissant d'autre part la facilite
avec laquelle cette substance forme des complexes avec les

metaux [1], nous avons entrepris d'etudier par l'analyse
chimique Tinfluence eventuelle exercee par la thio-uree sur la
teneur en differents elements du tissus fungique d'Aspergillus
qui a ete cultive sur un milieu prive ou contenant des quan-
tites variables de Tu.

1. La thio-uree modifie-t-elle la teneur en cuivre du tissu

fungique

Sommaire description de Texperience:

a) Culture d'Aspergillus niger sur milieu de Raulin prepare
selon la formule classique [1 a], tel quel ou additionne de
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1 °/00 de Tu. (Cette derniere substance est sterilisee separe-
ment par filtration sur filtre Seitz et repartie au moyen
d'un distributeur sterile) [1 b].

b) Recolte des mycelia apres cinq jours de culture ä 35°. On

lave les tissus fungiques ä l'eau ordinaire, puis a l'eau

distillee; on les seche durant 6 heures ä 100-105°; pesee.

c) Mineralisation par voie humide d'une prise de 1 gr de

substance seche et dosage du cuivre:

1° par voie chimique (inethode colorimetrique de

Morrisson, Harriet-Piper);
2° par voie microbiologique (methode de Mulder).

Cet ensemble d'operations s'inspire de principes dejä vus ou

signales dans la litterature et ä laquelle nous renvoyons pour
de plus amples details.

Resultats des analyses:

Nous avons observe que le tissu fungique d'Aspergillus
niger (A. n.) qui a cru en presence de l°/00 de Tu renferme

en moyenne de 20 ä 30% plus de cuivre que les mycelia cultives

sur Raulin pur. Ces resultats sont ä rapporter ä une meme

quantite de substance seche et ä des mycelia provenant d'une

meme serie de culture, c'est-ä-dire cultives sur le meme milieu
de base. En effet, les resultats sont assez variables d'une serie

ä l'autre, probablement par suite des variations des quantites
de cuivre introduit dans le milieu de culture comme

«impuretes ».

Lorsqu'on introduit effectivement de petites quantites
(100 y/L.) de cuivre dans le milieu de Raulin, on observe par
l'analyse chimique une augmentation de la teneur en cuivre
des tissus fungiques. Nos experiences ont montre que le cuivre

present dans le milieu est presque integralement fixe par la
moisissure, aussi bien en l'absence qu'en la presence de Tu
(du moins en est-il ainsi lorsque les quantites de cuivre
disponibles sont faibles).

II subsiste l'hypothese d'une adsorption physique du cuivre

sur les mycelia. En vue de nouvelles analyses, nous avons lave
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soigneusement les mycelia au moyen d'une solution de nitrate
de calcium. Leur teneur en cuivre s'est revelee semblable

apres ce traitement. J. Bodnar et A. Terenyi [26] (1930), et
Lin (1940) affirment que le cuivre adsorbe exterieurement peut
etre elimine par un traitement au nitrate de calcium.) Nous

ecartons done l'hypothese d'une adsorption du cuivre en
surface.

Conclusion:

1. La Tu ne retient pas le cuivre dans la solution nutritive
sous une forme complexe inassimilable par l'Aspergillus.

2. La plus forte teneur en cuivre du mycelium cultive en

presence de Tu est ä attribuer probablement au fait que celui-ci

(pour un meme poids de tissus fungique) a pousse sur un plus
grand volume de milieu nutritif; il lui a ete par consequent
possible d'assimiler plus de cuivre.

3. II faut retenir encore l'hypothese d'une augmentation de

la permeabilite cellulaire par la Tu, qui egalement peut etre la
cause d'une teneur accrue en cuivre.

Les resultats acquis sont impropres k expliquer le phenomene
de non-pigmentation (absence de melanogenese) que l'on
observe lorsque A. n. est cultive en presence de Tu: le cuivre
a penetre dans le champignon, mais il y est inactif (on sait

que le cuivre est necessaire ä la melanogenese).

2. La thio-uree modifie-t-elle la teneur en fer du tissu fungique

Les arguments prineipaux qui motivent cette question sont
d'ordre theorique et bibliographique.

1. Plusieurs auteurs, parmi lesquels Green, McCarthy et

King, Fleury, ont montre l'influence inhibitrice qu'exerce
la Tu et ses derives sur les processus respiratoires.

2. K. Shibata et H. Tamiya [27] (1928-1930) ont montre la

participation du Systeme cytochrome ä la respiration d'Aspergillus.

Des lors il nous a paru interessant d'etudier les repercussions

que pouvait avoir la Tu sur le Systeme ferrugineux et, partant,
sur la teneur en fer du mycelium.
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Partie experimental:

Culture d'Aspergillus sur milieu de Raulin additionne de

quantites croissantes de Tu. Conditions habituelles de culture,
recolte, sechage et mineralisation du tissu fungique; dosage

du fer par colorimetrie comme sulfocyanure ferrique.

Resultat:

Le resultat des analyses est donne par le graphique sui-

vant (fig. 1):

Description du phenomene:

On observe d'importantes variations de la teneur en fer
des mycelia cultives en presence de quantites variables de Tu.

Cette teneur en fer passe par un minimum pour une adjonc-
tion au milieu de culture de moins de 0,4 °/00 de Tu. Pour des

quantites plus fortes de Tu, on observe une augmentation
progressive de la teneur en fer.

Interpretation du phenomene differee.

Influence de la Tu sur le poids d'A. n.

Le graphique n° 2 montre les variations de poids que subit
le mycelium lorsqu'il est cultive sur milieu de Raulin en
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presence de quantites croissantes de Tu (cultures de 5 jours
ä 35°).

Remarque:

On observe que contrairement ä l'effet considerable sur la

teneur en fer, de faibles quantites de Tu n'ont que peu
d'influence sur le poids d'A.n. cultive dans des conditions

Fifr. 2.

normales. On observe meme une legere stimulation de la
croissance pour les faibles concentrations de Tu.

3. Sur les relations existant entre la Tu, le cuivre et le fer.

Des quantites croissantes de Tu exercent un effet anti-
melanique chez A. n. [1], la pomme de terre [4], l'axolotl [13],
les jus de fruits [3], etc. Ce phenomene a ete interprets de

plusieurs fagons dont l'une consiste en un bloquage du cuivre
necessaire aux phenolases (tyrosinase). Plusieurs auteurs
Walter G. et Storfer E. [28], Stadelmann R. [15] et une publication

anglaise [29] signalent des proprietes anticatalytiques de

la Tu sur les ions Cu+2. Nous-memes avons releve la tres forte
action inhibitrice qu'exerce la Tu sur la Nadi-reaction cata-

lysee par le cuivre [30]. Ce bloquage du cuivre par formation
de complexes suspend en consequence sa participation aux
actions catalytiques qui lui sont specifiques. Nous nous sommes
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demande aiors si le fer (dont on connait le role dans les phe-

nomenes respiratoires) etait impliqu^ dans ces inhibitions et

plus particulierement si sa teneur variait en fonction du

Systeme Tu-cuivre.
En consequence, nous avons realise l'experience suivante:

Culture d'A.n. sur milieu de Raulin contenant une quantite
fixe de Tu soit 0,2°/00 (quantite voisine de celle qui produit la

plus forte « anemie » hyposideremique) et additionne de quan-
tites croissantes de Cu+2 (culture de 5 jours ä 35°).

Fe

(R)

R'Ojxiu

10 20 30

Fig. :

to so »GS
flocon

Les mycelia obtenus sont destines ä une analyse de leur

teneur en fer. Simultanement cette experience doit nous

apprendre si l'adjonction de cuivre supplemental leve Taction

antimelanique et fongistatique de la* Tu relatee ci-dessus.

Resultats:

Le resultat des dosages de fer est donne par la figure n° 3:

La teneur en fer des mycelia augmente parallelement & la •

quantite de cuivre ajoutee. Des essais preliminaires nous ont
permis de fixer les quantites de cuivre ä ajouter.

Conclusions:

Nous constatons que le cuivre a la propriete de lever Taction

« anemiante» (c'est-ä-dire reductrice de la teneur en fer) de

la thio-uree.
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4. Hypothese envisageant V impossibility du Fe+2 de passer ä
l etat de Fe+ dans le milieu de culture en presence de Tu et
d'etre par suite inassimilable.

Motifs de cette hypothöse:

a) Carence en catalyseur Cu+2 par suite de sa complexion
avec la Tu (on connait l'influence catalytique du Gu+2 sur
l'oxydation du fer; voir deuxieme partie).

b) Effet reducteur de la Tu.

CO
<_»
Qj

Nous avons substitue du sulfate ferrique au sulfate ferreux
(precedemment employe) pour la preparation du milieu de
Raulin. Culture d'A. n. sur ce milieu en presence de quantites
croissantes de Tu (suites des operations comme plus haut).

Resultat :

Le graphique (fig. 4) montre la teneur en fer des mycelia
obtenus, telle que nous l'a revelee l'analyse.

On observe que la Tu exerce ä peu de chose pres la meme
influence sur la teneur en fer des mycelia, que le milieu de
culture contienne du fer ä l'etat divalent ou trivalent.

Nous ecartons done l'hypothese emise: Taction (directe ou
indirecte) de la Tu sur le fer — responsable des repercussions

Archives des Sciences. Vol. 3, fasc. 4, 1950. oq
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que nous avons observees — a done lieu essentiellement dans
]e tissus fungique meme, et non dans le milieu de culture.

5. « Anemie » du tissu fungique ä la suite d'une carence en cuivre.

Nous avons constate precedemment l'importances des

ions Cu+2 pour l'assimilation du fer par la moisissure cultivee
en presence du Tu. II devenait indispensable de savoir si cet
effet du cuivre se retrouvait en l'absence de Tu. (Constitution
d'un Systeme simplifie bipartite au lieu de tripartite par elimination

de la Tu.) Pour cela, nous avons cultive A. n. sur milieu
de Raulin auquel nous avons ajoute des quantites croissantes
de cuivre. Les tissus myceliens obtenus ont ete soumis ä

l'analyse chimique qui a revele un accroissement (jusqu'ä 30%)
de leur teneur en fer parallelement ä l'augmentation du cuivre
dans le milieu. Lorsqu'on ajoute de fortes quantites de cuivre
au milieu, les! repercussions sur la teneur en fer des mycelia
sont moins nettes et sujettes ä de grandes variations. Une

contre-epreuve fut faite en cultivant le champignon sur un
milieu carence chimiquement (voir ä ce sujet les methodes de

purifications du milieu de Mulder): le mycelium accusait une
teneur en fer de 20 ä 30% plus faible que le temoin developpe
sur le meme milieu non carence en cuivre.

Conclusion:

De toutes ces experiences, il ressort qu'il existe des relations
tres intimes et synergiques entre les oligoelements fer et cuivre.
Nos experiences montrent que le cuivre est necessaire ä une
assimilation normale du fer, il est probable qu'il est meme
indispensable; en effet les cultures d'A. n. sur milieu rigou-
reusement exempt de cuivre sont tres chetives et steriles.

Nous avons constate anterieurement que la Tu avait une
action anemiante sur la moisissure; nous pensons que e'est par
une action indirecte, en bloquant le Cu+2, que cette substance

provoque la diminution de la teneur en fer des tissus fungiques.
La litterature scientifique nous donne plus d'un exemple

(voir deuxieme partie) de phenomenes biologiques dans lesquels
on a observe d'etroites relations entre le fer et le cuivre. Plus
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loin, nous montrons par des experiences in vitro l'influence
acceleratrice du cuivre sur l'oxydation du Fe+2. Les observations

faites nous font penser que la presence de cuivre comme

catalyseur est absolument indispensable au fer pour que
celui-ci puisse « vibrer » entre ses deux etats d'oxydation au

rythme que necessite la vie.

Le cuivre augmente l'oxydo-reductibilite du fer, mais ce

n'est qu'un cas particulier de son activite, beaucoup d'autres

catalyseurs intermediates sont egalement rapidement oxydes

par lui.

6. Hole du cuivre dans la respiration d* Aspergillus niger.

Le cuivre est non seulement necessaire ä l'assimilation du

fer, mais joue encore un role capital pour l'activite de ce dernier
dans le Systeme oxydoreducteur des cytochromes, comme le

montre l'experience suivante:
On cultive A. n. sur le milieu de Mulder, debarasse des traces

de cuivre par des traitements chimiques appropries [21]. On

utilisera pour l'inoculation de preference des spores provenant
de cultures sur milieu appauvri en cuivre.

Apres 48 ä 72 heures de culture ä l'obscurite, on observe une
intense pigmentation jaune d'or des mycelia. Le pigment qui
diffuse dans le milieu presente une forte fluorescence jaune-verte
en lumiere ultra-violette. Plusieurs facteurs ont une grande

importance pour la production de ces pigments, parmi lesquels
le pH., la lumiere, la richesse en fer, magnesium, etc. L'analyse
de la substance coloree nous a revele l'existence de riboflavine
ä cote de pigments et prochromogenes de nature phenolique.

L'accumulation de riboflavine que nous avons observee est

probablement un Symptome de deficience du Systeme respira-
toire. I.e manque de cuivre se traduit lä encore par le non-
fonctionnement (fonctionnement insuflisant) du Systeme
cytochrome.

C'est un exemple particulierement typique et demonstrate
de l'entree en fonctionnement d'un Systeme respiratoire de

suppleance par suite du bloquage du Systeme ferrugineux.
II est necessaire de preciser que la croissance vegetative n'est

apparemment que peu entravee par la carence (relative) en
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cuivre; les ferments flaviniques suppleent done effectivement

aux catalyseurs metalliques. Fleury [1] signalait un phenomene
semblable ä celui que nous venons de relater; il remarqua
qu'en cas d'inhibition totale de la melanogenese par la Tu, le

liquide de culture, sur lequel on cultive A. n., se colorait en

jaune. La fluorescence de ce pigment lui suggera qu'il devait
etre de nature flavinique.

Nous pensons que dans ce cas encore, le bloquage du cuivre

par la Tu est responsable des phenomenes signales.

7. Influence de la Tu sur des cultures agitees d?Aspergillus niger.

On prepare des cultures agitees d'A. n. sur Raulin; une
serie de flacons sans Tu servent de temoins, les autres contien-
nent 0,5% et 1% de Tu.

L'agitation est obtenue ä l'aide d'un chariot mobile agite
d'un mouvement de va-et-vient ä raison de 45 secousses/minute;

l'appareil est regle de telle fa?on qu'il imprime aux milieux de

culture un mouvement de balancement, mais non d'agitation
turbulente.

T° 35°; äge des cultures au moment de la recolte: 6 jours.

Resultat:

On obtient des « boules » de mycelium entierement submer-

gees. Le tissus mycelien est plus ou moins flasque et mouille

par le liquide de culture (les gateaux myceliens obtenus en

culture immobile par contre sont fermes et non mouillables
en surface). Une odeur de «fermentation» est nettement
perceptible.

On remarque ä l'oeil que la croissance des mycelia est tres
fortement entravee par la presence de Tu.

Le rapport des poids sees des mycelia ainsi obtenus varie

de 0,6 ä 0,3 pour ceux cultives en presence de 0,5% de Tu
et » 0,3 ä 0,05 » » » » » » 1 % » »
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Le poids sec des mycelia cultives sur Raulin pur et dans les

memes conditions etant pris pour unite.
Les memes rapports des poids sees des mycelia cultives sur

milieux immobiles sont respectivement de 0,88 et 0,66.

En comparant ces resultats, il ressort que la Tu exerce une
action toxique beaueoup plus forte sur les mycelia submerges

que sur les mycelia poussant en surface.

Alin de savoir si l'A. n. fermente lorsqu'il est maintenu

submerge — comme le faisait prevoir l'odeur caracteristique —
nous avons recherche Tethanol dans le liquide de culture brut
ou sur son distillat par formation d'ethylxanthogenate de potassium

[31], puis reaction coloree avec le molybdate d'ammonium

ou par formation d'iodoforme.
Tous ces essais ont montre la presence d'alcool ethylique

dans le milieu de culture. Cette formation d'ethanol par l'A. n.

est un critere süffisant indiquant que les conditions realisees

par l'agitation correspondent ä une semi-anaerobiose ou plus
exactement ä une reduction de la tension d'oxygene qui est

par suite insuffisante ä la respiration normale du

champignon.

Les grandes variations de poids des mycelia d'A. n. enre-

gistrees plus haut sont ä attribuer ä des variations dans les

conditions experimentales: en effet, suivant la section des

flacons, suivant leur calage ou encore suivant la viscosite du

milieu, une agitation turbulente avec brassage et aeration peut
prendre place et occasionner les variations indiquees.

Pour nous assurer que e'est bien la deficience d'oxygene qui
est responsable de l'augmentation de la toxicite de la Tu
vis-ä-vis d'A. n., nous avons fait des experiences dans lesquelles

l'agitation des cultures a ete combinee avec une aeration

par insufflation d'air. Dans ces cas, on observe une forte levee
de Taction inhibitrice de la Tu et les mycelia se developpent
aussi bien, sinon mieux, que dans les flacons temoins ne ren-
fermant pas de Tu.

En comparant les poids de ces mycelia avec le poids de ceux
obtenus sur Raulin pur et egalement aere, on obtient des

rapports de 0,6 ä 0,9, done de l'ordre de grandeur de ceux
observes pour les cultures immobiles.
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8. Etude comparative de V influence de quantites croissantes de
cuivre sur des cultures immobiles ou agitees d'Aspergillus niger
sur Raulin contenant 1 °/00 de Tu.

Culture d'A. n. sur milieu de Raulin contenant l°/00 de Tu
et additionne de quantites croissantes de Cu+2.

Une serie de flacons est agitee comme plus haut, l'autre est
maintenue immobile.

Culture de 5 jours ä 35°.

Resultats: exprimes par le graphique suivant (fig. 5).

Fin.

S, Kbe n0 vanaltlon <?u poids sec des mycelia en culture immobileCourbe n 2: variation du poids sec des mycelia en culture agitee.Courbe n 3: variation de la production d'ethanol par les cultures
agitees.

De l'examen de ce graphique, il ressort que:
1° 1 influence inhibitrice de la Tu sur la croissance d'A. n.

en culture immobile (culture en aerobiose) n'est que peu
modifiee par l'adjonction de quantites croissantes de
cuivre;

2° l'adjonction de cuivre permet de lever la forte toxicite
exercee par la Tu sur des cultures en semi-anaerobiose
d'A. n. (cultures agitees).

3° l'adjonction de cuivre favorise la fermentation alcoolique
des cultures agitees d'A. n. Cette fermentation est bloquee



ET AjNTIMELANIQUE DE LA THIO-UREE 309

presque completement par la presence de l°/00 de Tu en

l'absence de cuivre supplementaire.

9. Conclusions.

Ces dernieres experiences montrent que le cuivre est d'autant
plus necessaire ä la vie d'A. n. que la tension d'oxygene est

faible. L'augmentation de la toxicite de la Tu pour des cultures

agitees d'A. n. est ä attribuer au bloquage de cuivre car l'inhi-
bition par la Tu peut etre levee par une adjonction de cuivre

supplementaire. Les. experiences semblent montrer que le

cuivre est meme' necessaire tout au moins indirectement par le

canal des cytochromes au processus purement fermentaire.
0. Warburg montra dejä que la reaction de Pasteur est une

«Schwermetallkatalyse », inhibee par l'acide cyanhydrique, et
la mit en relation avec le ferment respiratoire.

Nous rappelons ici les resultats semblables aux notres

signales par Tamiya, Ogura et Nagahisa [32]. Ces auteurs ont
observe que la respiration des mycelia submerges d'Aspergillus
etait beaucoup plus sensible ä Taction toxique du cyanure
et de Toxyde de carbone que celle des mycelia de cultures
ordinales developpees en surface. Les auteurs japonais attribuent
cette difference de sensibilite aux poisons des deux sortes de

mycelia au fait que chez les premiers la respiration serait princi-
palement catalysee par des ferments ferrugineux, tandis que
chez les seconds les processus respiratoires seraient regis essen-

iellement par des catalyseurs insensibles au KCN et CO, et

probablement de nature non metallique (Flavoproteines
D'apres nos propres experiences, il ressort que ce n'est pas la

participation directe de systemes ferrugineux dans la respiration
des mycelia submerges, mais la participation de catalyseurs
cuivriques qui est responsable des phenomenes susmentionnes.

Tamiya a encore montre que le cytochrome et la cytochrome-
oxydase (« Nadi» oxydase) n'etaient pas completement absents,
mais en tres faible concentration dans les tissus fungiques
aeriens d'Aspergillus oryzae, tandis que dans les hyphes
submerges ce Systeme fermentaire peut etre mis en evidence en

beaucoup plus forte concentration. La participation de

systemes ferrugineux (s. cytochrome) et la necessite simultanee
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de cuivre ä la respiration d'A., nous font emettre l'hypothese
que la cytochrome-oxydase est un enzyme ä base de cuivre et
non de nature hemique comme le pense Warburg. Certains faits
signales dans la litterature semblent confirmer nos vues. Cette

hypothese est encore fortifi^e par l'intimite des relations
fer-cuivre observee precedemment au cours des analyses

chimiques, et par les experiences in vitro dans lesquelles nous
constatons le role du cuivre comme catalyseur d'oxydation
du fer (voir 2e partie). Ce dernier ä l'etat de purete a une
frequence d'oxydo-reduction extremement petite.

En 1929-1930, Shibata et Tamiya [33] ont montre que les

cultures d'Aspergillus sujettes ä l'autolyse perdent leur
cytochrome, mais ne precisent pas le mecanisme de cette disparition.
Fleury a observe que le phenomene de la melanögenese chez

cette moisissure coincide avec le debut de l'autolyse.
Nous pensons que la disparition et l'absence, au moment

de l'autolyse du substrat normal de la cytochrome-oxydase,
en l'occurence le cytochrome et certains metabolites, elimine
la « competition » de ces derniers et que l'oxydase preside alors
ä l'oxydation non physiologique de substances de nature phe-
nolique pour former les pigments melaniques. Ce serait ainsi
le meme ferment cuprique qui catalyserait les processus res-

piratoires normaux du champignon et les oxydations de

Substrats phenoliques ä la senilite ou apres traumatisme. Les vues
de F. Chodat qui considere la melanögenese comme un
phenomene satellite de la respiration, seraient done pleinement
justifiees.

Notre hypothese de l'unicite d'action de la « Nadi» oxydase
et des phenolases est encore confirmee par les recherches qui
vont suivre. Ainsi l'homologie selon Szent Gyorgyi [34, 35, 36]
des divers types respiratoires pourrait etre d'apres nous

simplifiee et schematisee comme suit:

Dernier
transporteur d'H. Activa- Groupe

Rtgne • caractfiristique teur prostbetique

Cuivre
Animal (essentiellement) ac. succinique-

cytochromes
Vegetal (sans melanögenese) ac. ascorbique

» (avec » catechol

Nadi-
oxydase



ET ANTIMELANIQUE DE LA THI0-UREE 311

D'autre part, nous montrons par des experiences in vitro

l'innpossibilite qu'il y a de mettre en evidence des actions

oxydasiques en presence de Substrats reducteurs. Nous four-
nissons ainsi l'explication de l'absence quasi complete
«observee» chez A. n. durant la vie vegetative active alors

quTil devient possible de detecter une action oxydasique dans

les cellules et dans le liquide de culture au stade de l'autolyse.

SECONDE PARTIE

Le röle du cuivre dans la reaction de « Nadi»
et modeles non protidiques d 'oxydases

et de catalaseJ.

CHAPITRE PREMIER

La Nadi-reaction

Au cours de nos recherches sur le mecanisme de Taction

fongistatique et antimelanique de la thio-uree (qui font l'objet
de la premiere partie de cette these), nous avons utilise la

reaction coloree dite de « Nadi » pour mettre en evidence des

oxydases. A la suite d'observations de phenomenes jusqu'alors
inexpliques, nous avons entrepris une analyse du mecanisme
de cette reaction afin d'en elucider certains points.

1. Historique.

C'est en 1885 que P. Ehrlich [39] decouvrit la formation de

bleu d'indophenol dans les tissus lorsqu'on injecte ä des ani-

maux un melange d'oc naphtol et de dimethyl p-phenylene-
diamine. Par la suite on etudia egalement la formation in vivo

de substances colorees ä partir de melanges varies (p-phenylene-
diamine, di et tetramethyl p-phenylenediamine, a et ß naphtol,

1 Sous ce titre il a paru une note preliminaire dans Helvetica
Chemica Acta, 33, 410, 1950.
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phenols, polyphenols). On remarqua bientot le caractere fer-
mentaire de ces reactions. En 1895, Röhman et Spitzer [40],
puis Pohl [41] et Czapek [42] montrerent que la reaction de

l'indophenol etait egalement donnee par des tissus vegetaux.
On appela indophenolase ou indophenoloxydase l'enzyme que
l'on croyait responsable de la reaction. C'est ä D. Keilin [43]

que revient le merite d'avoir compris le parti que l'on pouvait
tirer de cette reaction pour l'etude de la respiration cellulaire.
A la suite de ses recherches, il devint de plus en plus evident

que l'indophenolase n'oxydait le reactif «Nadi» que par
l'intermediaire du cytochrome. L'enzyme fut debaptise et prit
le nom de cytochrome-oxydase actuellement adopte.

La Nadi-reaction (abreviation de iVaphtol et .Dimethyl
p-phenylenediamine) est universellement connue et a donne

lieu ä de tres importantes recherches dans le domaine de

l'enzymologie; nous ne citerons que les travaux de S. Gräff,
Warburg, Wieland, Keilin, Bateiii, Stern, Vernon et de l'ecole

japonaise de Shibata (Tamiya H, Tanaka, Yamagutchi).
Recemment encore, J. R. G. Bradfield [44] (1950) signalait

l'emploi par differents auteurs de la Nadi-reaction pour la
localisation in situ de la cytochrome-oxydase dans les cellules,

ce qui montre que cette reaction est toujours ä l'honneur et
n'a pas ete detrönee par un autre reactif plus approprie.

2. Recherches personnelles.

La thermostability, tres relative il est vrai, des ferments

oxydants d'Aspergillus niger que nous utilisions, a eveille notre
attention. Des essais nous ont montre que l'auto-oxydation
spontanee du « Nadi» que l'on observe en presence du ferment
chauffe ou en l'absence de ferment, ne pouvait pas etre expli-
quee par la presence au titre d'inducteur de substances organi-
ques oxvdees. Ainsi nous avons remarque que, l'oxydation
du melange Nadi amorcee, la presence d'indophenol, de diverses

quinones, etc., ne suffisait pas ä entrainer l'auto-oxvdation du
reactif. Apres avoir ecarte l'influence possible de diverses

substances, nous avons encore observe que l'auto-oxydation
spontanee du Nadi pouvait etre fortement inhibee par le

cyanure. C'est alors que nous nous sommes aperiju que les
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ions Cu+2, existant ä l'etat de traces, jouaient un röle speci-

fique dans ce phenomene (Gräff attribuait ce röle au fer).
Nous avons entrepris une etude systematique afin d'eclaircir

l'influence eventuelle des differents cations metalliques et de

quelques anions comme catalyseur de la Nadi-reaction.

a) Conditions experimentales.

Solution tampon:

Nous avons travaille, sauf indication speciale, en milieu

tamponne de Soerensen de pH 7,38

solution M/15 de KH2P04 puriss. dans l'eau bidistillee 2 vol
» M/15 de Na2 HP04 » » » » 8 »

Reactifs :

1) solution M/20 de p-phenylenediamine dans l'ethanol ä 95°
2) » M/20 de dimethyl p-phenylönediamine. HCl

dans l'ethanol ä 95°
3) » M/20 d'a-naphtol dans l'ethanol ä 95°

Ces solutions sont preparees separement et melangees ä volume

egal (melange equimoleculaire) au moment de l'emploi.

Solution 1) + 3) Melange Nadi (I)
» 2) + 3) » » (II)

Mode operatoire:

On ajoute ä 10 cm3 de solution tampon phosphate (pH 7,3)
50 y de Cu+2 et environ 0,2 cm3 (5 gouttes) du melange Nadi.
On agite violemment afin de bien aerer la solution et on laisse

reposer ä la temperature ordinaire: estimation colorimetrique
selon les cas, generalement apres quelques minutes, parfois
apres plusieurs heures, par comparaison ä un etalon prepare de

la meme fa</on mais sans element metallique. Pour obtenir des

valeurs numeriques, les solutions sont soumises ä un examen

photometrique (Pulfrich).
Nous avons fait appel tantöt ä la p-phenylenediamine

(Nadi I), tantöt ä la dimethyl p-phenylenediamine (Nadi II).
La Nadi-reaction positive se manifeste dans le premier cas par
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une coloration rose, dans le deuxieme cas par une coloration
bleue. Les observations qui suivent sont valables pour les

deux cas.

Des essais avec des sels de cuivre nous ont montre que Ton

pouvait substituer les ions de ce metal aux enzymes oxydants
(oxydases) et obtenir ainsi le meme colorant indophenolique.

En presence de cuivre le melange du Nadi est plus ou moins

rapidement oxyde ä l'air en un colorant indophenolique bleu,
selon le schema de reaction suivant:

OH O

Nous voyons qu'une molecule d'oxygene est necessaire pour
permettre la Synthese du colorant, mais en realite on assiste

ä une oxvdation par deshydrogenation.
En presence d'ions Cu+2 il apparait progressivement une

coloration rose (Nadi I) ou bleu-violet (Nadi II) qui va en

s'approfondissant; finalement, apres quelques heures, la solution

s'eclaircit legerement avec separation d'un precipite
bleu-violet, parfois sous forme de fines aiguilles en mouchets.

Le graphique n° 6 montre la progression de l'oxydation
du Nadi II en fonction du temps. Nous voyons encore que quelle

que soit la quantite de cuivre ajoutee, l'oxydation est totale

apres un temps donne. Ces deux constatations, ainsi que
l'experience suivante sur la necessite de l'oxygene pour la
reaction, nous montrent bien le caractere catalytique de

l'oxydation du Nadi en presence d'ions cuivre.
Pour verifier la necessite de l'oxygene, nous avons fait des

experiences en tube de Thunberg avec atmosphere inerte ou

rarefiee. Dans ces deux cas, on constate que l'oxydation du

b) Etude de la Nadi-reaction catalytique.

II
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Nadi est tres fortement entravee par rapport ä un temoin
maintenu ä l'air libre.

Nous avons substitue au cuivre les cations et anions suivants
(dans des concentrations ioniques identiques) dont aucune n'a
donne dans les conditions decrites une reaction de coloration.

Fe+3, Fe+2, Ni+2, Co+2, Mn+2, Cr+3, MoO^"2, Zn+2,

Pb+2, Bi+3, Hg+2, Sn+2, Cd+2, Ti+2, A1+3, Au+3,

Tl+1, W04-2, UO,4"2, Sr+2, Ba+2, Ca+2, Mg+2, Na+\
K+1, As03"3, Sb+3, F-1, CI"1, Br-\ I"1, POr®,

so4-2, Nor1, bo3-3.

Fig. 6.

Variation de la vitesse d'oxydation du Nadi II catalysee par 20 y
de Cu^2 (courbe I) et par 50 y de Cu^-2 (courbe II) en fonetion du
temps. En ordonnee nous avons porte la densite optique lue au
photometre. (Temperature 18°; pH 7,3; filtre jaune S 50,

cuves de 1 cm.)

L'argent (NOsAg) oxyde le Nadi, cette reaction (coloration
instantanee gris-violet) n'a cependant pas le caractere cata-
lytique (coloration progressive) de celle fournie par le cuivre:
il s'agit lä d'une oxydo-reduetion comme avec d'autres oxy-
dants (K2Cr207, etc.). Cette Oxydation du Nadi par l'argent
est empechee par les anions qui le preeipitent (halogene,

eyanogene).
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Dans certaines conditions, le vanadium 1 (vanadate d'ammo-

nium) catalyse faiblement l'oxydation du Nadi.
Le fer (Fe+3 et Fe+2) en faible concentration que l'on soup-

ijonne souvent d'intervenir, n'a pas d'action catalytique sur la
formation du bleu d'indophenol, contrairement ä ce qu'aflirme
Gräff [45], Dans certaines conditions (milieu non tamponne)
le Fef3 peut oxyder la diamine (un des constituant du Nadi)
en des corps quiniminiques de couleurs variables, mais jamais
rose ni bleu.

Cependant, lorsque les ions Fe^3 reagissent au contact meme
du melange Nadi, avec des substances telles que KCN, NaN3,
NaF, As04~3, NOjf1, PO^3, les anions oxalique, citrique,
tartrique, etc., des bases comme KOH, NH4OH, pyridine, etc.,
on observe la formation concomitante d'une certaine quantite
de bleu d'indophenol, proportionnelle ä la quantite des ions

ferriques qui sont entres en reaction.

Conclusions :

Les essais que nous avons faits montrent que la Nadi-
reaction, telle qu'elle est utilisee, est une reaction purement
catalytique. Les differentes observations attestent la specificite
du cation Cu+2 comme catalyseur de cette reaction. La sen-

sibilite au cuivre du melange Nadi est tres grande: la presence
d'une dose de metal de l'ordre de fractions du y du metal,
sufFit a induire en quelques minutes une coloration nettement
appreciable et facilement mesurable au photometre.

Tous ces caracteres de specificite, sensibilite et rapidite, font
de la Nadi-reaction un excellent moyen d'investigation pour
l'etude des processus catalvtiques dus au cuivre.

(ä suivre)

1 Le vanadium existe ä l'etat de combinaison organique (vanado-
chromogene) dans le sang des ascidies oü il joue un röle de catalyseur
d'oxydation (Henze); il existe ä l'etat de traces dans tous les
vegetaux; c'est un element oligosynergique pour Aspergillus niger
(D. Bertrand).
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