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CONTRIBUTION
A

VETUDE DE LA TYROSINASE
ET DE

LA PSEUDO-PEROXYDASE
PAR

S. BEKErVSTEIIX
(Avec 1 fig.)

INTRODUCTION

La notion de ferment.

Selon la definition donnee par Oppenheimer1 et devenue en

quelque sorte classique, un ferment est une substance produite
par les cellules Vivantes et ayant des proprietes de catalyseur,
sans que son action elle-meme soit bee au processus vital. Le
ferment n'est done pas modifie par le processus chimique dans

lequel il intervient et son action est en outre specifique.
Cette definition du ferment comme substance organique ayant

une individualite et une specificite propres — definition que
nous placons ainsi en tete du present travail —, si eile est

aujourd'hui assez generalement admise, a ete tres discutee et
l'est meme encore, malgre l'appui que lui apportent de nom-
breux resultats experimentaux. Les travaux de 1'enzymologie
moderne, et en particulier les recherches de l'ecole de Willstätter,
la confirment toujours mieux; on arrive ä purifier des ferments

par des methodes tres fines et tres delicates d'adsorption et

1 Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. Vol. 1.
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d'elution, jusqu'ä obtenir des colloides qui, ä part les caracteres

specifiques des ferments, ne presentent plus de reactions de

corps appartenant aux classes chimiques connues. Malheureuse-

ment, plus le ferment est purifie, plus il devient fragile, sensible

ä Taction de reactifs, de la temperature ou de la lumiere, et si

Ton essaye de pousser la purification plus loin, on finit par
inactiver le ferment, lui faire perdre son pouvoir de catalyseur.
II semble bien que, selon l'hypothese de WillstätterJ le

ferment soit compose d'un groupe ayant une fonction chimique
specifique, lie ä un support colloidal, et que si on essaye de le

detacher de ce support, il perd son activite. Certains ferments,
tels la pepsine et Turease, auraient ete prepares k l'etat
cristallise, mais il n'est pas certain si ces cristaux representent
bien le ferment a l'etat pur ou si celui-ci ne s'y trouve qu'a l'etat
de solution solide. En ce qui concerne la structure meme des

ferments, on n'en connait pour ainsi dire encore rien. On ne pent
done les caracteriser que par les reactions que leur presence
accelere ou ralentit d'une faijon bien specifique, par les

transformations done que subissent les substances fermentescibles.

Catalyseurs, ils le sont en effet dans le sens donne a ce mot par
Ostwald, e'est-a-dire ce sont des substances qui modifient la
vitesse des reactions chimiques sans apparaitre elles-memes dans
le produit final de ces reactions. Mais ce qui les distingue des

autres catalyseurs, e'est d'une part leur origine — ils sont des

produits de la nature vivante, de structure inconnue et, dans

l'etat actuel de la science, ne peuvent done etre synthetises —
et d'autre part leur specificite toute particuliere (stereoehimique,

par exemple) et leur thermolabilite; d'une facon generale, les

ferments sont detruits ou inhibes ä une temperature ne depas-
sant pas 100°.

Aperiju historique.

Si les phenomenes les plus apparents de Taction des ferments,
la fermentation alcoolique, la putrefaction, etc., sont connus

depuis la plus haute antiquite, ce n'est guere qu'au milieu du

1 R. WiLLstätter, Ber. öö, 3601 (1922).



26 ETUDE DE LA TYROSINASE

siecle dernier que des theories generates ont ete proposees pour
expliquer ces phenomenes. Rappelons que c'est ä Berzelius et
ä Mitscherlich que l'on doit l'introduction de la notion de

catalyse dans le processus fermentatif, et notamment dans

celui de la fermentation alcoolique, deja quelque peu eclairci au

point de vue chimique par les recherches de Lavoisier. Mais le

premier essai d'une synthese theorique des connaissances sur
les ferments est du ä Liebig, qui n'a voulu voir dans la fermentation

qu'une rupture d'equilibre moleculaire resultant de la

decomposition chimique de la substance agissant comme
ferment. Cette decomposition, consideree comme un ebranle-

ment de la molecule, serait transmise du ferment ä la substance
fermentescible. Ces vues ont ete defmitivement reconnues comme
inexactes ä la suite des nombreux travaux de Pasteur, qui a

demontre que la fermentation ne peut pas avoir lieu sans la

presence d'un agent particulier, le ferment. Pasteur faisait
cependant une distinction entre les ferments organises,
inseparables de la matiere vivante, qui ne seraient en somme que
des proprietes de celles-ci, et les ferments solubles (nommes

plus tard enzymes), capables d'exercer leur action in vitro, en

dehors des cellules Vivantes; au premier groupe appartenaient

par exemple les ferments de la fermentation alcoolique, au

deuxieme, les sues digestifs. Cette distinction a fait l'objet de

nombreuses controverses jusqu'ä la publication des travaux de

Miquel (1890) qui reussit ä extraire des ferments solubles de

microorganismes, puis surtout de ceux de E. Büchner (1897), qui
est parvenu le premier ä isoler de la levure l'enzyme de la
fermentation alcoolique et ä realiser cette fermentation en
l'absence de levure, confirmant ainsi les idees de Berthelot,
Hoppe-Seyler, Traube, etc., qui croyaient ä une origine
commune chimique de tous les phenomenes de fermentation.
Depuis, un grand nombre d'enzymes ont pu etre detachees des

cellules par lesquelles elles sont formees; et si dans nombre de

cas on admet la presence d'enzymes non encore isolees pour
expliquer des phenomenes de catalyse produits par la matiere

vivante, on peut considerer que ces hypotheses sont faites ä bon

droit; elles sont justifiees par les grandes difficultes qu'on
rencontre ä isoler certaines enzymes par suite de leur extreme
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sensibilite et de la maniere dont elles sont ancrees dans les

cellules Vivantes.
Nous nous limiterons dans le present travail ä l'etude des

ferments oxydants, c'est-a-diro des ferments intervenant dans

les phenomenes d'oxydation et d'oxydo-reduction.
L'histoire des ferments oxydants proprement dits commence

avec l'observation faite par Thenard (1818) que, dans l'orga-
nisme, certains corps sont susceptibles de decomposer l'eau

oxygenee en eau et oxygene moleculaire. Mais il faut attendre
jusqu'en 1863 pour trouver les premiers travaux fondamentaux
de ce domaine, ceux de Schönbein x, qui a decouvert que cer-
taines substances Vivantes sontcapables d'activer, «d'ozoniser»

l'oxygene de l'air et de provoquer l'oxydation de divers Substrats

fermentescibles, oxydation caracterisee par un change-
ment de couleur (bleuissement de la teinture de gaiac ou noir-
cissement de jus de champignons). Tout d'abord, on a attribue
ä un seul et meme ferment le pouvoir de decomposer l'eau

oxygenee et celui de bleuir la teinture de gaiac. Schönbein

voyait dans ces actions des proprietes communes a tous les

ferments. Jacobson 2 a separe Taction sur l'eau oxygenee, dite
« catalytique », d'autres actions fermentatives (Celles de 1'emuT

sine et de l'extrait de pancreas). C'est O. Loew 3 qui a reconnu
l'individualite du ferment dont la fonction specifique est de

catalyser la decomposition de l'eau oxygenee, et qui lui a

donne son nom de catalase. La catalase, qui n'est pas un ferment
oxydant proprement dit puisque l'oxygene degage est moleculaire,

joue un role tres important, mais encore assez obscur, dans

les phenomenes de la respiration; il n'existe pas de cellule en

respiration qui ne soit capable de decomposer l'eau
oxygenee.

La peroxydase, le ferment susceptible de bleuir la teinture de

gaiac en presence d'eau oxygenee ou d'un peroxyde, qui a ete

ainsi separee de la catalase, a ete particulierement etudiee par
R. Chodat, soit en collaboration avec A. Bach soit avec ses

1 G. F. Schönbein, J. prakt. Chemie, 89, 334 (1863).
2 W. Jacobson, Zeitschr. physik. Chemie, 16, 340 (1892).
3 O. Loew, Ber., 35, 2487 (1902).
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eleves 1; Ghodat a prepare ä partir des racines de raifort par
precipitation a i'alcooi fort et extraction ä 1'alcool a 40%,
une peroxydase physiologiquement pure, depourvue de fer et
de manganese. Par des methodes d'adsorption et d'elution assez

compliquees, et en partant de grandes quantites de raifort,
Willstätter et Stoll 2 ont obtenu une peroxydase encore plus
active, mais moins stable.

Le caractere essentiel de la peroxydase est de catalyser les

reactions d'oxydation par Feau oxygenee ou les peroxydes. En
l'absence de peroxydes, il n'y a pas d'action de peroxydase. Les

reactions les plus caracteristiques sont le bleuissement de la
teinture de gaiac (tres sensible, mais pas toujours tres sure),

l'oxydation de la benzidine en bleu de benzidine, celle du
pyrogallol en purpurogalline (Faction du ferment est limitee ä

la formation de l'orthoquinone, k partir de laquelle la purpurogalline

est produite par une serie de condensations), corps brun
et insoluble, qu'on peut doser gravimetriquement ou colori-

II
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x
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du pyrogallol

metriquement, enfin la transformation du p-eresol en solution
en un corps laiteux dont le trouble est encore visible k une
concentration de !/10.000e.

La laccase a ete tout d'abord decrite par Yoshida et isolee

1 Voir R. Ciiodat. Darstellung und Nachweis von Oxydasen und
Katalasen, etc.. dans Abderhalden. Hdbch. biolog. Arbeitsmethoden,
d, 1, p. 319 (1925).

2 R. Willstätter, A. Stoll, Liebigs Ann., 416, 20 (1918); 422,
kl 11921).

3 R. Willstätter, H. Heiss, Liebigs Ann.. 433, 17 (1923).
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pour la premiere fois par Bertrand 1 k partir du latex de l'arbre
ä laque Rhus vernicijera; c'est k ce ferment qu'on doit la
transformation du sue jaune de l'ecorce en laque noire. La lacease

catalyse les memes oxydations que le Systeme peroxyde-
peroxydase, mais la source d'oxygene est ici l'oxygene de Fair.
On prepare la laccase d'apres Chodat k partir de jus de champignons

qu'on precipite ä l'alcool fort. L'extrait aqueux de ce

precipite contient, k cöte de la laccase, de la tyrosinase qu'on
peut detruire en chauffant la solution pendant une heure au
bain-marie k 65°. D'un autre cote, on obtient ä partir de ce

meme precipite une tyrosinase libre de peroxydase et de laccase

en le conservant plusieurs annees, la laccase s'inactivant avec
le temps et ces champignons (Russula jceteris, Lactarius velle-

reus, etc.) ne contenant pas de peroxydase.
Nous ne dirons ici que deux mots de la tyrosinase, puisqu'elle

fait l'objet d'une etude plus detaillee dans les pages qui suivent.
Dicouverte par Bourquelot et Bertrand dans les champignons 2,

puis dans les cereales, eile a ete reconnue ensuite entre autres
dans les carottes et les pommes de terre (k partir desquelles elle

est preparee d'apres Chodat par precipitation du jus ä l'alcool
fort). Sa reaction specifique est l'oxydation de la tyrosine et de

ses derives en pigments noirs, les melanines, et l'oxydation du

p-cresol en presence d'acides amines ou d'indol, qui donne des

pigments, le cresol-azur ou l'indo-cresol. La tyrosinase intervient
dans la formation des pigments animaux et vegetaux dans

lesquels la tyrosine joue le role de chromogene. Le noircissement
des gousses de legumineuses, du son du froment, celui des

pommes de terre exposees ä Fair, etc., est du k la tyrosinase.
Mais il ne faut pas conclure du noircissement d'un vegetal a

Fair ä la presence de tyrosinase. Ainsi le noircissement de

l'ecorce de la banane est du ä Faction de la peroxydase sur le

tanin 3; dans d'autres plantes, les Cornacees, les Plantagmacees,

1 G.Bertrand, C. R., 118, 1215 (1894).
2 E. Bourquelot, G. Bertrand, C. R. Soe. Riol., 1895, p. 582.
3 J. Zender, Archives L5], 12, suppl., p. 56 (1925); le meme dans

C. R. Soc. phys. et hist. nat. de Geneve, 42, 56 (1925).
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les Scrofulariacees, les Orobanchacees, le noircissement qui
survient au cours de la dessication est du ä l'hydrolyse diasta-

sique d'un glucoside, l'aucuboside, et ä la polymerisation du

produit d'hydrolyse non glucidique h

Chez les animaux, la tyrosinase joue egalement un role important

dans la formation de pigments normaux ou pathologiques
(tumeurs melanotiques). Ce dernier point est cependant tres
controverse. Bloch 2 attribue cette fonction ä la dopa-oxydase,

un ferment qui exercerait une action specifique sur la 3, 4-dioxy-
phenylalanine (dopa) et la transformerait en melanine. Pour cela,
Bloch se base sur le fait qu'en imbibant de dopa des preparations
congelees de la peau, il voit une melanogenese dans les parties
qui produisent des pigments in vivo (melanoblastes); aucun
autre chromogene, et en particulier la tyrosine, n'agit de la
meme facon. A cet argument on a repondu que la presence de

dopa dans l'organisme animal n'est pas demontree 3, que la
dopa s'oxyde spontanement a l'air et surtout en presence
d'alcalis, et enfin que cette oxydation est acceleree par la
tyrosinase4 et meme par la Peroxydase. L'existence d'une

dopa-oxydase specifique semble done bien douteuse.

Signalons encore que la tyrosinase a ete decouverte dans la
choroide de l'oeil de boeuf normal par Lo Cascio 5, qui l'a mise

en evidence par le noircissement de la tyrosine et par la formation

du cresol-azur.

En ce qui concerne la pseudo-peroxydase, decouverte en
1928 par Ghodat et Bustinza, nous lui consacrons plus loin un
chapitre special.

1 M. Bridel, Bull. Soc. chim. biol,, 11, 620 (1929).
2 B. Bloch, Z. physiol. Chemie, 98, 226 (1917) ; B. Bloch,

F. Schaef, Biochem. Z., 162, 181 (1925); B. Bloch, Das Pigment,
Hdb. d. Haut u. Geschlechtskrankheiten, I, 1, 434 (1927).

3 Oppenheimer, op. cit., 2, 1792.
4 R. Chodat dans Abderhalden, Hdb. biolog. Arbeitsmethoden,

4, 1, p. 396 (1925).
5 G. Lo Cascio, La Clinica oculistica (1915); Arch. Farmacologia

sperim. e scienze afjßni, 47 (1929).
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CHAP1TRE PREMIER

LES SYSTEMES DE FERMENTS OXYDANTS.

Les ferments oxydants sont des ferments capables d'accelerer
des reactions d'oxydation ou d'oxydo-reduction. On leur donne

egalement le nom de ferments de respiration. Oppenheimer a

propose de les nommer ferments de degradation ou desmolases,

c'est-ä-dire ferments supprimant les liaisons entre atomes de

carbone, pour les opposer ä la grande majorite des ferments qui
ne catalysent que des processus hydrolytiques. Ce terme est

heureux en ce sens qu'il permet de reunir en une classe les

zymases ou agents de la fermentation alcoolique et les ferments
de respiration; il ne peut cependant englober que par extension
certains ferments oxydants tels que la catalase.

Le domaine des ferments oxydants est l'un des moins bien

connus de l'enzymologie; la speeificite et le mecanisme meme
de Taction de ces ferments ne sont pas encore parfaitement
etablis, et, partant, la classification n'est pas definitive et varie
d'un auteur a l'autre. La plus commode ä notre sens, du moins

pour les besoins de la chimie vegetale, est encore celle qu'emploie
R. ChodatL qui ne considere que les conditions exterieures de la
reaction. Faisant done des zymases un groupe ä part, il distingue
parmi les ferments de respiration trois sous-groupes differents,
selon la provenance de l'oxygene intervenant dans le phenomene

d'oxydation; ce sont:
1. Oxydases, ferments catalysant Taction oxydante de l'oxygene

de l'air sur des-substrats oxydables.
2. Peroxidases, ferments catalysant Taction oxydante des

peroxydes sur des substrats oxydables.
3. Oxydo-reductases ou hydro-oxydases, ferments catalysant

les oxydo-reductions hydroclastiques, e'est-a-dire phenomenes

d'oxydation et de reduction simultanee de certains substrats

1 Dans F. Ullmann, Enzyklopädie der technischen Chemie,
2me' edition, 1930, vol. V, p. 152.



32 ETUDE DE LA TYROSINASE

oü l'oxygene et l'hydrogene necessaires sont fournis par la

decomposition de l'eau.
Nous ne nous occuperons dans ce travail que des deux

premiers groupes, qu'Oppenheimer a reunis sous le terme general
de chromo-oxydases et de chromo-dehydrases, parce que leur
fonction essentielle, sinon specifique, parait etre la coloration
de chromogenes cycliques, par oxydation de systemes benzoides

ou de leucoderives.
Cliacun de ces deux groupes comprend deux ferments princi-

paux: les deux oxydases sont la laccase et la tyrosinase, et les

deux dehydrases sont la Peroxydase proprement dite et la
pseudo-Peroxydase (decouverte en 1928 par R. Chodat et
F. Bustinza).

11 est necessaire de caracteriser ici ces ferments en quelques
mots. Du point de vue de la specificite et des produits de reaction,

ils devraient etre regroupes. Les catalyses effectuees par
la laccase sont homologues ä Celles du Systeme peroxyde-peroxy-
dase, Celles effectuees par la tyrosinase sont, d'apres les re-
cherches qui vont suivre, homologues aux catalyses dependant
du Systeme peroxyde-pseudo-peroxydase. Les deux premiers
catalysent l'oxydation de composes aromatiques tels que les

polyphenols. Mais — et nous y reviendrons plus loin — la
formation de quinones ä partir de polyphenols, Faction done de

« polyphenolase » n'est pas la seule qu'exercent ces ferments.
Iis sont aussi susceptibles d'attaquer des monophenols, bien

que de facon differente. La tyrosinase, de son cote, a une specificite

plus marquee; eile oxyde les monophenols, par l'inter-
mediaire probablement d'un stade ortho-di-phenol, en ortho-
quinones; cette action est particulierement connue pour le para-
cresol et la tyrosine; la meme reaction, du moins en ce qui
concerne le para-cresol — le cas de la tyrosine est douteux —,
est catalysee par le Systeme peroxyde-pseudo-peroxydase.

11 y a dejä plus de 25 ans, R. Chodat, dans une conference

resumant des travaux anterieurs 1, distinguait nettement les

quatre ferments que nous venons d'enumerer. II nous semble

utile de citer ici la conclusion de ce memoire qui trace les grandes

1 Journ. suisse Chimie et Pharm., 1905, n° 46.
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lignes du Systeme des ferments oxvdants, tel que les recherches

recentes viennent de le confirmer dans l'essentiel.
« En resume: il y a plusieurs categories de ferments oxydants:

A. Oxydases.

1. Les laccases, considerees par nous comme des systemes^
peroxydes-peroxydases, analogues au Systeme hydroperoxyde-
peroxydase.

Parfois le peroxyde ferment est inconnu; c'est une substance

organique particuliere, participant de la nature des ferments.
Nous l'avons nommee oxygenase.

2. Les tyrosinases, qui sont sans doute des systemes
analogues aux lacases, mais ä proprietes speciales.

3. D'autres ferments oxydants specifiques.

B. Peroxydases.

1. Superoxydase, repandue dans les vegetaux, activant
l'H202 et les autres peroxydes dans le phenomene d'oxydation
des polyphenols (ä deux substitutions hydroxylees ou amidees

dans leur noyau en position para ortho) et celui de Kl acidule.
2. Peroxydases specifiques liees aux oxygenases et constituant

les oxydases diverses.
3. Peroxydases k rechercher, qui avec H202 produiraient

l'oxydation de la tyrosine et de corps analogues.

G. Catalases. »

Cette citation appelle quelques commentaires et nous permet
de toucher ici k la theorie generale des oxydases et peroxydases.

1° On se trouve en presence de quatre ferments specifiques:
la peroxydase (appelee dans cette citation « superoxydase»),
la laccase, la pseudo-peroxydase (le ferment ä decouvrir) et la
tyrosinase sont des ferments bien distincts.

2° Les relations entre les peroxydases et les oxydases sont

dejä exprimees dans le meme memoire, k une autre place, par
la formule: «le Systeme hydroperoxyde-peroxydase constitue
une image de la laccase », formule que nous pouvons etendre

Archives, Vol. 14. — Janvier-Fe\rier 1932. 3
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maintenant au cas de la tyrosinase et enoncer de facoo generale

que «les systemes peroxydase-peroxyde sont des images des

oxydases directes»1.
3° En ce qui concerne l'unicite des oxydases, les opinions

varient. R. Chodat et A. Bach ont tout d'abord admis que les

oxydases sont formees d'une Peroxydase specifique et d'une

oxygenase liee a celle-ci, l'oxygenase etant un peroxyde «

susceptible de presenter les caracteres d'un ferment (destruction

par la chaleur, inhibition par les poisons, precipitation par
l'alcool)2. Ces auteurs avaient cru avoir separe une peroxydase
et une oxygenase par la precipitation fractionnee d'extraits
de Lactarius vellereus a l'aide de l'alcool 3. Ce resultat est souvent
cite dans les travaux posterieurs, et ce n'est que recemment que
C. Pugh 4 a etudie k nouveau le phenomene plus particuliere-
ment. Elle a confirme qu'en fractionnant par l'alcool ä 40%
les extraits de divers Lactarius, on obtient une fraction oxyda-
sique insoluble, qui est fortement activee par les peroxydes, et
notamment par la fraction soluble dans l'alcool k 40%. II resulte

cependant de ses recherches que l'activation apparente par la
peroxydase doit probablement etre attribuee surtout k des

substances autoxydables contenues dans ces extraits de

champignons, et qui, se transformant en peroxydes, forment avec la
peroxydase un Systeme analogue dans son action ä l'oxydase.

Le fait, par exemple, que tous les essais de separation de la
tyrosinase en ferment et co-ferment ont echoue et que les

communications positives ä ce sujet se sont revelees erronees 5

parle egalement en faveur d'une explication de ce genre. En
tout cas, tant que la separation de la laccase en une peroxydase
et une oxygenase n'aura pas ete confirmee de fagon convain-

cante, il convient d'etre tres prudent a ce sujet, et pour notre
part, nous penchons ä admettre l'unicite de la laccase, dans le

meme sens que l'unicite de la tyrosinase.

1 R. Chodat, Archives [5], 10, suppl., p. 106 (1928); le meme dans
C. R. Soc. phys. et hist. nat. de Geneve, 45, 106 (1928).

2 R. Chodat, A. Bach, Archives [4], 17, 31 (1904).
3 Id., Ber, 36, 606 (1903).
4 C. Pugh, Biochem. Journ., 23, 456 (1929).
6 R. Chodat, F. Wyss, Archives [5], 4, suppl., p. 22 (1922); le meme

dans C. B. Soc. phys. et hist. nat. de Geneve, 39, 22 (1922).
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En resume, l'etat actuel des recherches sur les ferments

oxydants proprement dits permet de reconnaltre l'unicite et
l'individualite propre d'au moins trois ferments: laccase,
tyrosinase, peroxydase. A eeux-ci vient s'ajouter un quatrieme, la
pseudo-peroxydase, qui fait Fob jet du present travail. D'apres
Fexpression dejä citee de R. Chodat, le Systeme peroxyde-
peroxydase est une image de la laccase; de meme, le Systeme

peroxyde-pseudo-peroxydase est — en ce qui concerne son

action sur le para-cresol du moins — une image de la tyrosinase.
Aussi, pour comprendre le mode d'action de la pseudo-peroxydase,

est-il necessaire de developper celui de la tyrosinase.

CHAP1TRE II

Mode d'action de la tyrosinase.

Comme critere de la presence de tyrosinase, on admet en

general son action sur la tyrosinase ou les derives voisins, action
deeouverte par Rertrand 1. La tyrosinase oxyde ces corps en
solution aqueuse. Le liquide se colore d'abord en rouge, puis
passe au noir par suite de la formation de pigments insolubles

0= -/V H0^\

°-\An/-C00H
H

Quinone-5-6 de l'acide
indol-2-carbonique

H

5-6-dioxy-indol

de constitution encore inconnue, les melanines. Seule la phase

rouge est due au ferment. Elle correspond a la formation d'une

quinone et ä la cyclisation de la chaine laterale en un noyau
indol2. Ce corps rouge se decolore tout d'abord avant de se

1 Bertrand, Bull. Soc. chim. [3], 15, 793 (1896).
2 H. S. Rarer, Biochem. Journ., 21, 89 (1927).
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transformer en melanine; selon l'hypothese de Raper, la quinone
subit une auto-reduction et partiellement une perte de COä;

le produit serait le 5-6-dioxy-indol, qui s'oxyderait spontane-
ment ä Fair en donnant des melanines. La transformation de

la phase rouge en phase noire se produit ä Fair sans que la

presence de ferment soit necessaire (celui-ci ayant ete par
exemple detruit par ebullition) et est favorisee par les sels

neutres et par une reaction alcaline.

L'action de la tyrosinase sur le para-cresol, decouverte par
R. Chodat, est bien moins utilisee et ceci bien ä tort; elle est

tout aussi specifique et beaucoup plus commode ä deceler que
la reaction de la tyrosine. Oppenheimer meme, en general si

bien informe, n'a pas compris le sens de ces travaux, lorsqu'il
ecrit1 que, dans la reaction tyrosinase-para-cresol-acide
amine, le para-cresol a ete ajoute comme antiseptique, tandis

que, des le debut, ce para-cresol a ete pour Chodat le reactif
le plus important de la tyrosinase.

Purifiee, libre d'acides amines, la tyrosinase agit sur le para-
cresol pur en donnant une coloration jaune d'or 2. La presence
de traces d'acides amines donne lieu ä une coloration rouge. Si

les acides amines sont en quantite süffisante, la couleur rouge

passe au violet, puis au bleu fonce, avec dichroisme intense

rouge fuchsine. On obtient ainsi un pigment auquel Chodat

a donne le nom de cresol-azur.

Un produit tout different est celui qui resulte de Faction de la

tyrosinase sur un melange de para-cresol et d'indol; on obtient
de fines aiguilles bleues, insolubles dans l'eau et se dissolvant

avec une belle couleur rouge cerise dans le chloroforme. Chodat

a donne ä ce corps le nom d'indo-cresol.

Enfm, un troisieme corps est produit par Faction de la
tyrosinase sur un melange de para-cresol et de phloroglucine, cette
derniere pouvant etre remplacee par la resorcine ou l'orcine:
c'est la cresol-rubine, matiere colorante jaune, a reflets rouge
rubis et susceptible de teindre la soie 3.

Nous nous somrnes attaches ä elucider la nature de ces

1 Oppenheimer, Die Fermente u. ihre Wirkungen, 2, 1811 (1926).
2 R. Chodat, Archives [4], 33, 70 (1912).
3 R. Chodat, F. Wyss. loc. cit.
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reactions. Les premieres observations ä ce sujet ont ete faites

par Chodat et Schweizer1 qui ont mis en evidence Faction
desaminante qu'exerce la tyrosinase lorsqu'elle agit sur un
melange de para-cresol et de glycocolle. Chodat et Wyss 2 ont
montre que dans cette reaction la seconde phase, le bleuisse-

ment, peut etre obtenue chimiquement ä partir de la phase

rouge. Quant ä Faction desaminante, Raper et ses coliaborateurs

ont montre qu'elle non plus n'est pas due au ferment lui-meme,
mais resulte du meme processus chimique secondaire; ils ont

pose comme hypothese que c'est une ortho-quinone qui est

responsable de la desamination 3. Le fait a ete confirme par
Chodat 4 qui a fait agir sur du para-cresol pur de la tyrosinase
de pommes de terre libre d'acides amines. Apres 24 heures, le

liquide etait devenu brun. 11 a alors chauffe k 100° pour detruire
le ferment, puis ajoute un acide amine; dans ces conditions,
la formation de cresol-azur a lieu avec rapidite et nettete. Le

corps qui donne cette reaction, etant un produit d'oxydation du

para-cresol, devrait etre une tolu-quinone. La tolu-para-quinone
donne bien, avec le glycocolle, une belle couleur rouge, mais elle

ne produit ni desamination, ni cresol-azur. 11 etait done vrai-
semblable que la quinone resultant de Faction de la tyrosinase
sur le para-cresol est l'ortho-tolu-quinone. C. Pugh et H. Raper 5

ont montre que la tyrosinase agissant sur des phenols en
presence d'aniline donne lieu ä la formation de corps dont les

proprietes sont identiques ä celles des anilino-ortho-quinones
obtenues ä partir de quinones correspondantes. Dans un essai

de desamination du glycocolle par l'ortho-tolu-quinone, ces

auteurs ont obtenu un liquide semblable ä celui resultant de

Faction de la tyrosinase sur le para-cresol en presence de

glycocolle.
Nous avons repris ces essais et nous avons successivement pu

obtenir le cresol-azur, Findo-cresol et la cresol-rubine en faisant

1 R. Chodat, K. Schweizer, Archives [4|, 30, 140 (1913).
R. Chodat, F. Wyss, Archives [5], 4, suppl., p. 24 (1922); le meme

dans C. H. Soc. phys. et hist. nat. Geneve, 39, 24 (1922).
3 F. Happold, H. Raper, Biochem. Journ., 19, 92 (1925).
4 R. Chodat, Archives [5], 10, suppl., p. 99; le meme dans C. R.

Soc. phys. et hist. nat. Geneve, 45, 99 (1928).
° C. Pi Gii, H. Raper, Biochem. Journ., 21, 1370 (1927).
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agir l'ortho-tolu-quinone sur des solutions de glycocolle, d'indol
et de phloroglucine. De meme que dans la reaction para-cresol-
glyeocolle catalysee par la tyrosinase, la formation de cresol-

azur est precedee de diverses phases, de meme, lors de la
Synthese du cresol-azur, Taction de l'ortho-tolu-quinone sur le

glycocolle se traduit par une coloration rouge carmin du

liquide, qui fonce ensuite peu ä peu et Unit par exhiber le

dichrol'sme caracteristique.
La reaction la plus rapide, la plus nette, est celle de l'indo-

cresol. Si ä une solution d'indol on ajoute quelques cm3 d'une
solution etheree d'ortho-tolu-quinone, le liquide se trouble

presque immediatement, devient opaque, et de petits cristaux
d'indol-cresol, solubles en rouge framboise dans le chloroforme,
precipitent. La reaction de la cresol-rubine est tout aussi

rapide, mais la couleur jaune d'or qui la caracterise est moins
facile ä identifier.

Toutes les reactions colorees du para-cresol avec les acides

amines, l'indol, les polyphenols, etc., produites sous l'effet
de la tyrosinase se ramenent done en derniere analyse ä des

condensations de l'ortho-tolu-quinone avec ces corps. L'action
de la tyrosinase sur le para-cresol est limitee a Toxydation du

para-cresol en ortho-quinone, Oxydation qui vraisemblablement

comporte le stade intermediate d'un ortho-diphenol. Ce que
Raper et Pugh ont mis en evidence en remplacant le complement
de la reaction — l'acide amine — par Taniline, nous avons pu
le montrer de faijon certaine en synthetisant les produits memes
de la reaction.

On retombe done dans le cas du para-cresol sur un mecanisme

analogue ä celui de la tyrosine, pour laquelle on a demontre que
Taction du ferment ne depasse pas le stade quinone et que les

phases subsequentes correspondent ä des condensations qui se

produisent sans intervention de ferment.
Sur la base des travaux que nous avons resumes, Oppenheimer

a emis une hypothese qui de prime abord parait tres seduisante.
On peut, dit-il, avancer Thypothese de travail suivante1: le

Systeme tyrosinase comprendrait deux facteurs:

1 Loc. cit., p. 1808.
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un facteur specifique propre, facteur primaire, catalysant
l'oxydation des monophenols en ortho-diphenols,

et un facteur secondaire, le Systeme d'oxydation des diphe
nols, qui n'a plus un caractere specifique de tyrosinase, mais un
caractere d'oxydase.

D'autre part, la laccase aurait comme propriete specifique
l'oxydation en quinones des polyphenols (pyrogallol, laccol),
de la para-phenylene-diamine, etc.

Cette theorie est bien seduisante, mais eile appelle plusieurs
objections. En particulier, Faction de la Peroxydase sur le

para-cresol ne trouve pas de place dans ce cadre. II faudrait
elucider la nature chimique de la reaction qui, ä partir d'une
solution de para-cresol, produit un trouble ou un precipite
blanc, reaction specifique et extremement sensible de la Peroxydase

sur un monophenol. II faut en outre signaler que cette
theorie, prise comme hypothese de travail, laisse trop dans

l'ombre les relations entre laccase et peroxydase, tyrosinase et

pseudo-peroxydase, ferments qui peuvent s'ordonner en deux
series de deux groupements differents, suivant que nous avons
plus specialement en vue la specificite du Substrat ou celle du
mode d'oxydation.

CHAP1TRE III

Pseudo-peroxydase.

Les premiers essais que nous avons effectues Font ete sur la
base des recherches de Chodat et Bustinza 1, que nous rappelle-
rons tout d'abord brievement. Ces auteurs ont decouvert que
l'emulsion du rhizome de Cyperus esculentus L. colore une solution

de para-cresol en rouge carmin en presence d'eau oxygenee.
Iis ont attribue cette coloration ä l'effet d'un ferment nouveau,
la pseudo-peroxydase. La reaction a egalement lieu lorsque la
peroxydase est extraite de l'emulsion par dissolution dans

1 R. Chodat, F. Bustinza, Archives [5], 10, suppl., p. 103 (1928);
le meme dans C. R. Soc. phys. et hist. not. de Geneve, 45, 103 (1928).
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l'alcool ä 40% ou inactivee par l'alcool bouillant. L'ebullition
avec de l'alcool ne detruirait done pas le pouvoir que possede
l'emulsion de former un pigment rouge ä partir du para-cresol
et en presence d'eau oxygenee1; l'ebullition avec de l'eau, par
contre, inactive completement l'emulsion; celle-ci, ainsi
inactivee et ajoutee soit ä la Peroxydase, soit ä la tyrosinase, ne
leur confere pas de fonetion de pseudo-peroxydase. 11 ne s'agit
done pas d'un co-ferment thermostable. Enfin, l'addition d'un
acide amine au pigment rouge forme par la pseudo-peroxydase
donne lieu ä la formation de cresol-azur. Relevons encore que
les auteurs ne sont pas parvenus ä mettre la pseudo-peroxydase
en solution, ni a constater d'action de ce ferment sur la tyrosine.

Dans nos essais preliminaires, nous avons cherche ä preciser
les proprietes de la pseudo-peroxydase, ou plutot — puisque
celle-ci ne se trouvait pas en solution — de l'emulsion de

pseudo-peroxydase de Cyperus esculenlus, et nous avons en

meme temps essaye de mettre le ferment en solution. Disons

tout de suite que nous ne sommes pas parvenu ä obtenir une
solution de pseudo-peroxydase claire et plus ou moins physio-
logiquement pure, analogue aux solutions de tyrosinase ou de

Peroxydase que nous avons employees.
Pour essayer d'eluer la pseudo-peroxydase, qui semble

adsorbee au tissu vegetal, nous avons extrait les lipoides des

rhizomes en traitant ceux-ci ä l'acetone, au chloroforme, ä

l'ether de petrole. La poudre de rhizome ainsi degraissee, ainsi

que des rhizomes non degraisses, sees, ou gonfles par immersion
dans l'eau pendant 24 heures, puis broyes, ont ete laisses macerer
avec de l'eau de rubinet, de l'eau distillee, des solutions de

bicarbonate de soude (saturee), de chlorure d'ammonium (1,2,5,
10%), de chlorure de sodium (id.), de carbonate d'ammonium

(id.), de carbonate de soude (%, 1 et 2%), d'ammoniaque

(traces, 0,1%, 1 et 2,5%), d'acide acetique de phosphate

secondaire de sodium ainsi que des solutions-tampon

d'acetate (pH 4) et de phosphates (pH 6,9).
Dans certains essais, les tubercules de Cyperus ont ete coupes

1 Voir ä ce sujet plus loin. p. 'i5.
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au microtome (15 p.) et broyes au mortier d'agate, ou bien ils ont
ete broyes avec de la silice et du kieselguhr, et la masse exprimee
ä la presse (environ 50 atm.). Nous avons egalement essaye

l'autolyse aseptique en presence de toluol, de chloroforme, ou
de vapeurs de chloroforme, suivie d'extraction a l'eau distillee.
Dans tous ces essais, nous n'avons pas obtenu de resultat
positif.

Nous avons alors fait germer des tubercules sur du coton
humide. Apres quatre jours. les plantules etaient apparus et se

developpaient. Nous avons alors broye les tubercules avec de

l'eau, et en filtrant sur du papier l'emulsion ainsi obtenue, nous

avons eu un liquide un peu trouble et donnant faiblement la
reaction de la pseudo-peroxydase. Le trouble n'etait du ni aux
graisses ni ä l'amidon. En effet, si Ton secouait le filtrat avec
de l'ether de petrole, le trouble persistait; d'autre part, l'addi-
tion d'iode ne le colorait pas en bleu.

Nous avons egalement obtenu un filtrat actif ä partir de

rhizomes gonfles 24 heures dans de l'eau, coupes en tranches
fines au scalpel, traites quelques jours par la vapeur de chloroforme,

puis degraisses par l'acetone et l'ether de petrole et
enfin broyes avec de l'eau.

Mais, dans les deux cas, le filtrat n'etait que tres faiblement
actif (coloration rose fugace du para-cresol, alors que, dans les

memes conditions, la masse restee sur le filtre et delayee dans

la meme quantite d'eau donne une coloration rouge carmin
intense et persistante). En outre, la precipitation par l'alcool
dans le but de purifier le ferment a eu pour effet d'en inactiver
les faibles quantites presentes. Ces filtrats etaient done inutili-
sables pour l'etude des proprietes de la pseudo-peroxydase.

Ce n'est que sur le point d'arreter nos recherches que nous

avons decouvert la presence de la pseudo-peroxydase dans un
grand nombre de vegetaux et en particulier dans les amandes
douces. La maniere la plus commode d'obtenir une preparation
de pseudo-peroxydase est la suivante: des amandes douces

decortiquees sont ebouillantees, puis, apres une minute, refroi-
dies rapidement. La pellicule s'enleve alors facilement. On broie
les amandes dans un mortier avec de l'eau distillee, de facon a

obtenir un lait homogene. Ajouter un peu de chloroforme et
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laisser 24 heures. Filtrer. Le lait d'amandes ainsi obtenu a une
forte reaction de pseudo-peroxvdase. Par contre, le serum

prepare a partir de ce lait en precipitant les protides par
l'acide acetique. serum qui contient l'emulsine, ne donne pas,
meme apres neutralisation, de reaction de pseudo-peroxydase.
Pour avoir une preparation homogene et pouvant se conserver,
nous avons precipite le lait d'amandes par l'alcool. Ce precipite
donne, apres dessication, une poudre blanche qu'il suffit ensuite
de delayer dans de l'eau pour obtenir une emulsion assez active
de pseudo-peroxydase, mais dans laquelle ce ferment n'est pas
dans un etat de dispersion süffisante pour pouvoir passer ä

travers un papier filtre. Le temps limite dont nous disposions ne

nous a pas permis de faire de nouvelles recherclies pour la mise

en solution de la pseudo-peroxydase du lait d'amandes. Signa-
lons seulement qu'un essai de Proteolyse ä chaud avec de la

papaine n'a pas eu pour resultat de permettre l'emulsion de la

pseudo-peroxydase, pas plus qu'un essai de maceration avec une
1

solution de para-cresol rrr-.r 250e
Les experiences que nous avons faites ont toutes ete effectuees

avec l'emulsion de Cyperus ou le lait d'amandes, done avec

un ferment brut, non purifie. Nous ne nous dissimulons pas ce

que les conclusions de telles experiences peuvent comporter
d'incertitude, puisque le ferment n'est pas physiologiquement

pur. Mais, dans un ordre d'idees plus modeste, il nous suffisait
d'arriver ä une preparation homogene nous permettant, quoique
impure, de reconnaitre l'individualite et la specificite du ferment
etudie. L'emulsion de Cyperus, et plus particulierement le lait
d'amandes, nous paraissent repondre ä ces conditions.

Reactions de la pseudo-peroxydase.

Nous avons etudie de faijon qualitative les reactions carac-

teristiques de la pseudo-peroxydase. La reaction la plus impor-
tante du materiel vegetal contenant la pseudo-peroxydase est

de catalyser la formation d'un pigment rouge soluble ä partir
du para-cresol et en presence d'eau oxygenee. Cette reaction
est rapide et vive. Elle est dejä visible apres une minute avec
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une emulsion de 0,1 gr de tubereule de Cyperus esculentus
dans 5 cm3 d'eau, additionnee de 1 crri3 de solution saturee de

\bicarbonate de soude, 1 cm3 de solution de para-cresol

quelques gouttes d'eau oxygenee a 1 %% Elle se developpe bien

en milieu neutre ou faiblement alcalin (bicarbonate). En milieu
faiblement acide (pH environ 5), tel qu'on l'obtient en laissant
l'emulsion s'autolyser aseptiquement en presence de toluol ou
de chloroforme, on constate une teinte jaune qui vire ensuite

au rose par addition d'alcali ou meme simplement ä Febullition.
II s'agit lä d'une veritable reaction et non d'une propriete
d'indicateur, puisque l'aeidification ne ramene pas la teinte
rose au jaune. Rappeions pour memoire que la reaction tyrosi-
nase-para-cresol ne donne pas une teinte rouge, mais bien un
pigment jaune, et que le pigment rouge n'apparait, ainsi qu'il
resulte des recherches de Chodat, qu'en presence de faibles

quantites d'acides amines. Ce n'est que si les acides amines se

trouvent en quantite süffisante que la reaction continue jus-
qu'au cresol-azur. II est tout-a-fait possible que le corps rouge
produit par la peroxydase ne se forme lui aussi qu'en presence
d'acides amines. C'est une question qui ne pourra etre resolue

que lorsqu'on aura separe la pseudo-peroxydase des acides

amines qui l'accompagnent dans le materiel vegetal. En tout
cas, les emulsions de pseudo-peroxydase que nous avons utili-
sees contiennent bien des acides amines, puisque ces emulsions,
inactivees par ebullition et additionnees de tyrosinase de pomme
de terre et de para-cresol, ont donne la meme reaction rose que
celle attribuee ä la pseudo-peroxydase.

Signalons que, tandis que dans la reaction de la tyrosinase,
la teinte rouge se developpe a partir de la surface, avec la
pseudo-peroxydase eile se propage de fagon homogene dans

toute l'emulsion. Lorsque l'eau oxygenee est completement
decomposee par la catalase, la solution se decolore lentement,
mais redevient rouge si on l'aere en 1'agitant. Par l'addition
d'acides amines ä la solution rouge prealablement debarrassee
de son exces d'eau oxygenee, on peut obtenir le cresol-azur.
D'autre part, la pseudo-peroxydase donne, ä partir du para-
cresol et de Findol, et en presence de l'eau oxygenee, rapidement



44 ETUDE DE LA TYROSINASE

et nettement, la reaction de l'indo-cresol. Dans des conditions

analogues, on obtient, par exemple avec la phloroglucine, la
cresol-rubine. Ces deux derniers pigments peuvent egalement
etre obtenus si l'on n'ajoute Findol ou la phloroglucine que
lorsque le corps rouge est dejä forme.

Ceci nous mene ä la question de la nature chimique de la

catalyse par la pseudo-peroxydase. Comme nous Favons demon-

tre par ailleurs, les reactions du cresol-azur, de l'indo-cresol et
de la cresol-rubine ne sont que des reactions de condensation
de l'ortho-tolu-quinone avec un acide amine, Findol ou la
phloroglucine. Comme la tyrosinase, mais seulement en presence d'eau

oxygenee, la pseudo-peroxydase oxydele para-cresol en ortho-tolu-

quinone, et le Systeme pseudo-peroxydase-eau oxygenee remplit
ä Fegard du para-cresol la meme fonction que la tyrosinase.

11 ne s'ensuit pas necessairement que le corps rouge soit

identique ä l'ortho-tolu-quinone; cette derniere est en effet

jaune en solution aqueuse; mais le fait essentiel est que la solution

rouge donne les reactions specifiques de cette quinone,
reaction que ne donnent entre autres ni l'ortho-quinone, ni la
para-quinone, ni la para-tolu-quinone. II s'agit probablement
d'un complexe ou d'une combinaison de l'ortho-tolu-quinone
avec un autre corps, un acide amine par exemple.

Si l'identite des reactions du Systeme etudie avec Celles de la
tyrosinase est parfaitement etablie ä Fegard du para-cresol, il
n'en est pas de meme ä l'egard de la tyrosine. Chodat et Bustinza
n'ont pas pu mettre en evidence Faction de la pseudo-peroxydase
sur la tyrosine. Nous avons repris cette question et ne sommes

pas parvenu ä une conclusion bien nette. Nous avons bien obtenu
dans certains de nos essais une coloration gris fonce de la solution

apres 24 ou 48 heures, mais nous n'avons jamais pu
observer la premiere phase rouge de cette reaction, ce qui
permet de douter de la nature du phenomene. La question
reste done encore ouverte.

THERMOLABILITE DE LA PSEUDO-PEROXYDASE.

Nous avons contröle que les reactions de la pseudo-peroxydase
possedent bien le caractere de therm olabilite propre aux
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ferments. L'ebullition de l'emulsion de Cyperus detruit le pou-
voir de fermentation de celle-ci; le traitement ä l'alcool bouillant
a une action moins violente; des tubercules broyes avec de

l'alcool et portes 2 ä 3 minutes ä l'ebullition colorent encore
fortement le para-cresol en presence d'eau oxygenee; si l'ebullition

a dure plus longtemps, par exemple 10 minutes, la coloration

qu'on obtient est beaucoup plus faible. Enfin, des coupes
tres fines au microtome (10 ä 15 fx) traitees 1 minute par l'alcool
bouillant ne donnent ensuite plus aucune reaction.

Localisation de la pseudo-peroxydase dans le rhizome
de Cyperus esculentus L.

Nous avons cherclie ä localiser le ferment dans le tissu du

rhizome de Cyperus esculentus sur des coupes au microtome de

10 ä 15 p. d'epaisseur. Les coupes traitees ä la glycerine, a l'eau

ou ä l'eau oxygenee ne presentaient sous le microscope aucune
coloration particuliere. Dans les coupes traitees au para-cresol
seul, on constate qu'apres quelques heures, certaines cellules

sont colorees en brun orange, et toute la coupe prend lentement
une teinte rose pale, qui plus tard vire au bleu sur les bords au

contact de Fair. 11 s'agit ici tres probablement d'une action de

la pseudo-peroxydase en presence des peroxydes et des acides

amines de la plante meme, plutot que d'une action de tyrosinase.
Nous avons pu observer macroscopiquement la meme reaction en

eprouvette sur une emulsion de Cyperus, mais jamais sur la

pseudo-peroxydase purifiee, preparee ä partir du lait d'amandes.

Les coupes traitees au para-cresol ^ l'eau oxygenee

tres diluee reagissent tres rapidement. Les cellules colorees en

rouge brunätre apparaissent en moins de 1 minute, et, apres 2 ;i

4 minutes, toute la coupe est coloree en rose k partir de ces

centres, qui restent beaucoup plus fonces. On a done bien
affaire a un pigment soluble, produit par un ferment fixe ou
adsorbe dans le tissu. Ces cellules particulieres sont, pour
autant que nous avons pu le constater, plus petites que les

cellules voisines, et presentent, ainsi preparees, une granulation
tres fine avec grains d'amidon generalement absents. Elles
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sont dispersees sans ordre apparent. Si l'on traite par Je chlorure
de zinc iode des coupes ainsi colorees en rose, les huiles appa-
raissent en jaune et l'amidon en violet, mais les cellules dejä
colorees en rouge brunätre gardent leur teinte et ne montrent
aucun grain d'amidon. En presence d'acide acetique dilue (ä

2%), les centres de coloration apparaissent en jaune et toute la

coupe prend une teinte jaunätre; 1'addition de bicarbonate fait
virer la coloration au rose.

Le traitement prealable des coupes par Falcool ou le chloro-
forme pendant 24 heures n'inhibe pas la reaction. Par contre,
ainsi que nous l'avons dejä releve, il suffit de les maintenir une
minute dans de Falcool ä l'ebullition pour que la coloration
n'apparaisse plus.

Recherche de la pseudo-peroxydase dans divers
VEGETAUX.

Ghodat et Bustinza ont trouve la pseudo-peroxydase, outre
dans Cyperus esculentus, dans Cyperus alternifalius, Carex

pilosa, Carex glauca et Carex sylvatica. Nous avons recherche ce

ferment dans d'autres vegetaux, et nous avons pu le mettre
en evidence dans de nombreux cas. A cet effet, nous avons broye
dans de l'eau quelques fragments des parties du vegetal etudiees

pour en obtenir une emulsion; celle-ci a ete divisee entre trois
eprouvettes; la premiere a ete portee quelques minutes ä l'ebulli-

1
tion, puis a regu un volume egal de para-cresol a et

quelques gouttes d'eau oxygenee ä 0,5%. Les autres eprouvettes
n'ont pas ete chauffees et ont ete additionnees, la deuxieme de

para-cresol et la troisieme de para-cresol et d'eau oxygenee.
Nous avons admis la presence de pseudo-peroxydase dans les

vegetaux qui ont donne apres addition d'eau oxygenee dans le

troisieme tube une coloration franchement rose ou rouge, et pour
lesquelles les deux tubes temoins n'ont pas presente de coloration

apres au moins douze heures:

Pistaches (Rhus lentiscus),
Amandes douces, decortiquees (Amygdalus communis, var.

dulcis),
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Noix du Bresil (Bertholletia excelsea),

Noisettes, decortiquees (Corylus Avellana),
Amandes des noyaux de cerise (Prunus avium),
Graines de courge (Cucurbita Pepo),
Graines de moutarde (Sinapis alba),
Graines de lin (Linum usitatissimum),
Graines de chou-navet (Brassica Napus),
Graines de coton egyptien, en germination (Gossipium sp.).

Le riz entier du commerce a donne une reaction tres faible.
Les amandes des noyaux de peche, les latex d'une asclepiade
et d'une euphorbiaeee n'ont pas donne de reaction. Le seigle, le

ble, le chanvre contiennent de la tyrosinase, mais paraissent aussi

contenir de la pseudo-peroxydase, la reaction etant plus intense
et plus rapide en presence d'eau oxygenee.

II est tres interessant de constater que la pseudo-peroxydase
semble etre assez repandue dans les phanerogames, en particulier
dans les graines oleagineuses 1. II est certain qu'on pourra mettre
ce ferment en evidence dans de nombreux vegetaux encore, car
nous n'avons fait des essais qu'avec ceux que nous avions juste-
ment sous la main.

CHAPITRE IV

Action de l'eau oxygenee sur la tyrosinvse.

Pour nous convaincre de l'individualite reelle de la pseudo-

peroxydase et pour delimiter sa specificite envers celle de la

tyrosinase, nous avons effectue quelques essais au sujet de

Taction de l'eau oxygenee sur la tyrosinase. G'est Tun des

problemes concernant la tyrosinase qui a fait l'objet de beaucoup
de controverses et sur lequel des opinions contradictoires
s'affrontent.

1 Rappelons que, d'apres Freedericksz, these, Geneve, 1911,
Publications de VInstitut de botanique, VIII, les graines oleagineuses
sont plus riches en catalase que les semences qui contiennent prin-
cipalement des hydrates de carbone, ce qui est ä mettre en rapport
avec un pouvoir respiratoire plus eleve des graines oleagineuses.
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Gessard 1 a le premier signale une acceleration de la mela-

nogenese en presence d'eau oxygenee:

«Cette periode latente ou temps mort qui precede le rosisse-

ment et durant laquelle aucun phenomene apparent ne s'observe,
est notablement reduite. Soit par exemple une solution de
tyrosinase telle qu'elle n'amene la coloration de la tyrosine qu'au
bout de plusieurs heures. Ce delai est reduit ä quelques minutes

par l'addition d'eau oxygenee dont on aura seulement pris soin
de saturer prealablement l'acidite. »

II sufflt meme, d'apres lui, d'exposer au soleil la solution de

tyrosine pour reduire considerablement le temps mort par suite
de la formation de peroxyde.

A. Bach a, dans plusieurs publications 2, soutenu que l'eau

oxygenee active la tyrosinase dans le phenomene de la melano-

genese. De meme, 0. v. Fürth et E. Jerusalem3. Par contre,
R. Ghodat4 n'a pas pu constater d'aetivation par l'eau oxygenee.
mais seulemeht une inhibition. Staub 5 a trouve que l'addition
de 0,5 cm3 d'eau oxygenee a 1% ä 8 cm3 d'une solution conte-

nant 2 cm3 de tyrosinase de pomme de terre ä 2 cm3 de

1 1

para-cresol et 2 cm3 de glycocolle ä sufflt pour diminuer

la coloration rouge. Plus recemment, C. Pugh 6 a trouve que si

l'eau oxygenee est en faible quantite par rapport ä la tyrosinase
eile active la reaction, tandis qu'une plus forte quantite d'eau

oxygenee la retarde. Cet auteur constate une acceleration de la
reaction sur la tyrosine en ajoutant 1 cm3 de H202 1% ä 25 cm3

une solution de tyrosine contenant 1 cms de solution diluee de

tyrosinase de vers de farine.
Nous n'avons pas ete en mesure de conflrmer ce resultat.

En ajoutant ä 1 cm3 de tyrosine a 0,1% en solution tampon de

1 Gessard, C. R. Soc. Biol., 55, 637 (1903).
2 A. Bach, Ber., 39, 2126 (1906); 41, 216, 221 (1908).
8 O. v. Fürth, E. Jerusalem, Beitr. z. chem. Physiol, u. Path., 10,

131 (1907).
4 R. Chodat, Archives [4], 34, 173 (1907).
5 Staub, Nouvelles recherches sur la tyrosinase, these, Inst, de Bot.,

Geneve, 1908.
G G. Pugh, Biochem. Journ., 24, 1442 (1930).



ET DE LA PSEUDO-PEROXYDASE 49

phosphates (pH 6,9) et 1 cm3 de tyrosinase de Russula foetens

une goutte d'eau oxygenee a 0,005%, on inhibe dejä nettement
la reaction. Dans la reaction para-cresol-tyrosinase, nous avons
observe une tres legere acceleration en ajoutant ä 5 cm3 de

liquide une goutte d'eau oxygenee ä 0,5%; mais l'intensite
finale de la coloration apres 24 heures etait beaucoup plus
faible dans le tube auquel nous avions ajoute l'eau oxygenee.

II en est tout autrement avec la pseudo-peroxydase; ici, on
constate que, dans la reaction du para-cresol, le tube n'ayant
pas regu d'eau oxygenee ne presente pas de coloration meme

apres quelques jours, tandis que quelques gouttes d'eau

oxygenee ä 1%% ont pour effet de developper en peu de

minutes une belle couleur rouge.
La tyrosinase n'est done pas activee par l'eau oxygenee,

tandis que la pseudo-peroxydase n'agit qu'en presence d'eau

oxygenee (ou d'un peroxyde).

CHAPITRE V

Le cresol-azur.

Preparation et proprietes.

Nous avons prepare le cresol-azur en laissant reagir dans de

grands cylindres le jus de 5 ä 6 kg de pelure de pommes de terre
sur un melange de 6 litres de solution de glyeocolle ä 0,3% et de

2 litres de solution de para-cresol ä 0,4%, le tout preserve de

l'infection par une mince couche de toluol. Dans ces conditions,
le liquide devient tout d'abord rouge clair, puis passe au brun

rouge. Si, ä ce moment, on l'acidifie, il devient plus fonce, mais

garde sa teinte brune; avec de l'ammoniaque, il passe au brun
verdätre. Pour obtenir du cresol-azur, il suffit de porter ä l'ebulli-
tion le liquide, qui prend alors une teinte verte; par addition
d'ammoniaque, il vire au vert emeraude, tandis. qu'apres
acidification, il presente le superbe dichroisme bleu-rouge,

caracteristique du cresol-azur. Aussi, apres 48 heures, avons-

Archivks, Vol. 14. — Janvier-Fevrier 10:>2. 4
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nous porte notre liquide brun-rouge & l'ebullition, puis acidifie

par 1'acide chlorhydrique. Autant pour faoiliter l'extraction que

pour precipiter les matieres proteiques qui forment une mousse

genante, nous avons sature le liquide avec du sei marin. Nous

avons extrait le cresol-azur par l'alcool amylique et precede pour
la purification d'apres la methode donnee par R. Chodat:
l'alcool amylique a ete distille dans le vide, et le residu repris par
l'alcool ethylique ä 96%. De cette solution, le cresol-azur

precipite par addition d'ether en flocons bleus amorphes qui, en
sechant, donnent une masse brillante. Nous en avons repris une

partie dans l'alcool absolu et precipite par l'ether absolu.

L'analyse elementaire de ce produit, prealablement seche dans
le vide ä 110° pendant six heures, a donne: residu mineral, 30,7%;
C, 40,61%; H, 4,32%; N, 5,53%. Le residu mineral consiste

principalement en chlorure de sodium retenu par le colorant
qui se trouve en solution colloiidale. En effet, le cresol-azur ne

passe pas ä travers les ultra-filtres « Seitz Entkeimungsschichten

»; il ne dialyse pas ä travers une vessie de pore et ses

solutions presentent un cöne de Tyndall caracteristique. On voit
que le cresol-azur contient une proportion relativement elevee

d'azote, ce qui est une preuve de plus en faveur de la condensation

du noyau cresol avec 1'acide amine.
Le cresol-azur se dissout dans l'eau, l'alcool ethylique,

l'alcool methylique, les acides etendus, avec une couleur bleue

ou violette en solution concentree; si on dilue la solution, elle

devient dichroique, bleue par transparence, et rouge par
reflexion ou sous une forte epaisseur. Dans 1'acide chlorhydrique
concentre, le cresol-azur se dissout en donnant une teinte bleu
verdätre qui devient dichroique si l'on dilue; la solution dans

1'acide sulfurique concentre froid est verte, mais passe lentemen

au noir par carbonisation du colorant; ä chaud, la carbonisation
a lieu instantanement. L'acide nitrique concentre attaque le
cresol-azur et le transforme en un pigment rouge. Dans les

alcalis, le cresol-azur se dissout en jaune ou brun verdätre; il
est peu ä peu transforme et ne presente bientöt plus de di-
chroisme quand on l'acidifie. II est insoluble dans le chloroforme
et dans l'ether absolu. II n'a pas de point de fusion, mais se

decompose et se carbonise quand on le chauffe.
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Synthese du cresol-azur 1.

Pour synthetiser le cresol-azur, nous avons prepare l'ortho-
tolu-quinone ä partir du creosol (1 -rne Lhyl-4-oxy-3-methoxy-
benzene). Le creosol, de la maison Scbuchardt, a ete redistille
puis demethyle par la methode de de Vries 2, qui consiste ä cuire
le creosol ä reflux en solution acetique avec de l'acide bromhy-
drique ä 48% pendant plusieurs heures. Apres refroidissement et

neutralisation, on- extrait par 1'ether le produit de la reaction,
c'est-ä-dire l'homo-pyrocatechine. Secher au sulfate de sodium,
chasser l'ether et fractionner dans le vide. L'homo-pyrocatechine

produite se solidifie dans le recipient. Elle se laisse recris-
talliser dans un melange de benzene et de ligroine et se presen te

sous l'aspect de paillettes blanches.

L'oxydation de l'homo-pyrocatechine en ortho-tolu-quinone
se fait d'apres la methode de Willstätter et Müller 3; 0,2 gr
d'homo-pyrocatechine ont ete dissous dans 5 cm3 d'ether
absolu, et ä cette solution nous avons ajoute environ 7 cm3

d'ether contenant 1 gr de sulfate de sodium et 1 gr d'oxyde
d'argent. Apres avoir secoue quelques minutes, nous avons
filtre sur un petit filtre recouvert d'une couche de sulfate de

sodium. La solution etheree filtree etait rouge, a reflets verts.
Nous l'avons employee telle quelle, apres nous etre assure

qu'aucune des reactions que nous etudions ne pouvait etre
attribuee ä l'homo-pyrocatechine.

Nous avons ajoute la solution etheree ä une solution de

glycocolle a 0,2%, dans l'eau distillee ou tamponnee par des

phosphates (pH environ 7). Les proportions que nous avons

employees etaient de 0,5 gr de glycocolle pour la solution de

quinone preparee a partir de 0,2 gr d'homo-pyrocatechine.
On constate que la solution se colore tout d'abord en rouge

1 Les preparations chimiques ont ete eflectuees au Laboratoire de
chimie organique de l'Universite de Geneve. Je remercie M. le profes-
seur A. Pictet, qui a bien voulu m'autoriser ä y travailler; de meme,
je remercie vivement M. le professeur E. Cherbuliez pour l'accueil
aimable qu'il m'a reserve et pour ses precieux conseils.

2 De Vries, Recueil Trav. chim. Pays-Bas, 28, 278 (1909).
3 R. Willstätter, F. Müller, Ber., 44, 2171 (1911).
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carmin, puis devient plus foncee et presente au bout d'un
certain temps une teinte rouge fonce a reflets bleu-roi; en acidi-
fiant le liquide, on obtient le dichrdi'sme caracteristique du
cresol-azur. Mais la reaction s'est produite dans l'eau distillee
d'une faijon differente que dans la solution tampon; tandis que
dans cette derniere elle etait terminee en 24 heures, il a fallu
attendre environ six jours pour constater la presence de cresol-

azur dans la solution preparee avec l'eau distillee. L'accelera-
tion due aux phosphates n'est pas, comme on pourrait le croire,
un effet de leur pouvoir tampon; le meme resultat s'obtient en
les remplapant par du chlorure de sodium (concentration 0,4%).

On peut de cette solution extraire le cresol-azur par 1'alcool

amylique et le purifier ensuite par la methode habituelle. Le
cresol-azur ainsi obtenu et ses solutions ne se distinguent en

rien du cresol-azur prepare ä l'aide de la tyrosinase.

Spectre (Tabsorption L

Nous avons etudie le spectre d'absorption du cresol-azur par
la methode de Hartley-Baly ä l'aide du spectroscope Zeiss ä

reseau. Le cresol-azur presente une forte absorption entre 6100

et 5300Ä, avec un maximum vers 5880Ä et un second maximum
plus faible vers 5550 Ä. La figure ci-dessous represente Failure
de la courbe; la concentration correspond ä environ 0,004 gr de

cresol-azur (produit prepare par Faction de la tyrosinase et
contenant environ 30% de matieres minerales; voir p. 50).

APPENDICE

L'indo-cresol et la cresol-rubine.

La synthese de ces corps a ete effectuee ä partir de l'ortho-
tolu-quinone de la meme maniere que celle du cresol-azur.

A 25 cm3 d'une solution de phloroglucine a 0,2%, nous avons

1 Spectre mesure au Laboratoire de chimie theorique. J'exprime
ma vive gratitude ä M. le professeur E. Briner, qui a tres aimablement
mis les instruments necessaires ä ma disposition. Je remercie aussi
sincerement M. le Dr B. Susz de l'aide qu'il a bien voulu m'accorder.
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ajoute 2 cm3 d'une solution etheree de la quinone (ä environ 1%).
La solution prend bientöt In belle couleur jaune orange de la

cresol-rubine, aussi bien en presence qu'en l'absence de sels

mineraux.
Pour l'indo-cresol, nous avons employe 25 cm3 d'une solution

saturee d'indol (environ 0,1%)- Le liquide se trouble tres rapide-

ment apres l'addition de la solution d'ortho-tolu-quinone (2 cm3)

et devient opaque, presque noir. Puis peu ä peu les cristaux
d'indocresol forme se deposent au fond du recipient et le

liquide s'eclaircit. Ces cristaux sont solubles en rouge dans le

chloroforme et l'ether et sont precipites de leur solution

chloroformique par l'ether de petrole. Sous le microscope, les

cristaux d'indo-cresol presentent des formes caracteristiques;
ce sont de fines aiguilles arrangees en rosettes, en etoile ou en
barbes de plumes. L'indo-cresol est malheureusement tres

instable, aussi bien cristallise qu'en solution, et au bout de

quelque temps la couleur de la solution est brunätre.
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II resulte de ces essais, ainsi que des experiences faites avec
la tyrosinase et la pseudo-peroxydase, que la reaction de l'indo-
cresol est encore plus commode et plus sure que celle du cresol-

azur. Elle est plus rapide, puisque la condensation se produit
presque instantanement; eile est moins delicate aussi: la

presence ou l'absence de sels mineraux ou d'eau oxygenee,
l'aeration de la solution ne paraissent pas l'influencer autant
que celle du cresol-azur et, par exemple, ä partir de la pseudo-

peroxydase, il est beaucoup plus facile d'obtenir de l'indo-
cresol que du cresol-azur. Enfin Findo-cresol se prete bien aussi

ä l'identification par le microscope.

** *

Le present travail a ete effectue au Laboratoire de chimie
vegetale de l'Universite de Geneve, sur la proposition et sous la
haute direction de M. le professeur R. Chodat, ä qui j'exprime
ici ma profonde reconnaissance pour la bienveillance avec

laquelle il m'a accueilli dans son laboratoire et pour l'interet
qu'il a porte ä mes recherches. Mes vifs remerciements vont
aussi ä M. le professeur F. Chodat et ä M. le Dr M. Minod, dont
les conseils et les encouragements m'ont ete tres precieux.
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