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168 SEANCE DU 4 JUILLET 1935

Andre Mirimanoff et Ernest Perrottet. — A propos du dosage
des amino-acides du serum sanguin par la tyrosinase.

Parmi les methodes de dosage des amino-acides dans le

serum sanguin, deux se signalent par leur simplicity et partant,
par leur utilite clinique:

a) La methode ä l'hydrate de triceto-hydrindene, elaboree

par M. le prof. Cherbuliez;
b) La methode fermentative ä la tyrosinase du prof.

R. Chodat, que le prof. F. Chodat a appliquee ä ce dosage.

L'un de nous ayant eu le privilege de travailler dans les labo-
ratoires de ces savants, il nous a paru interessant de faire une
etude comparative de ces deux methodes et de preciser par des

mesures quantitatives les resultats obtenus precedemment.

I. Methode ä Vhydrate de triceto-hydrindene (ninhydrine).

E. Cherbuliez et Ida Trusfus ont montie qu'en operant dans
des conditions determinees, l'intensite de la coloration produite
par Paction de ce reactif sur les matieres proteiques et leurs

produits de desagregation jusqu'aux acides amines est propor-
tionnelle k la concentration en fonction

— CO CH (NHa) —

d'oii la possibility d'un dosage colorimetrique.
Pour l'elimination des protides et albumoses du serum, on a

recours k la precipitation par le sulfate d'ammonium ä saturation.

Sur le conseil de M. le prof. Cherbuliez, nous avons essaye
d'autres substances que le sulfate d'ammonium, entre autres
l'hydroxyde de zinc et l'acide phosphotungstique.

Avec l'hydroxyde de zinc, dont la presence ne gene en rien
la- reaction, la coloration est plus intense qu'avec le sulfate
d'ammonium; autrement dit, les substances degradees non
precipitees subsistent en plus forte proportion, et ceci, toutes
choses egales, dans le rapport de 2% ä 1.
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Avec l'acide phosphotungstique dont Taction precipitante, ä

l'exception des bases hexoniques, ne doit epargner grosso modo

que les seuls acides amines, le mode operatoire se complique du
fait que ce reactif en exces gene la coloration. II faut done

l'eliminer par du sulfate d'ammonium avant de proceder ä la

mesure colorimetrique.
Dans ces conditions, nous avons trouve, pour un serum

normal que la teneur en acides amines est de l'ordre d'une
Nsolution en glycocolle soit environ le huitieme du resultat

obtenu en defequant avec le sulfate d'ammonium.
Des essais ä blanc ont permis d'etablir l'exactitude et la

sensibilite de ces mesures.

II. Methode ä la tyrosinase.

R. Chodat, F. Chodat et Kotzareff ont montre qu'avec le

reactif paracresol-tvrosinase les protides degrades fournissent

une reaction coloree rouge dont Tintensite est sensiblement

proportionnelle au degre de proteolyse. Lorsque cette derniere a

depasse le stade peptone, la reaction fournit une teinte violacee

puis bleue avec dichroisme rouge, soit le cresol-azur, qui est

d'autant plus rapide ä apparaitre qu'il y a moins de peptones
et plus d'acides amines.

Nous nous sommes propose, en reprenant cette methode,
d'etudier les points suivants:

1° Determination de la sensibilite-limite de la reaction et
etablissement d'une echelle colorimetrique de reference;

2° Etude de Taction defequante progressive de plusieurs
reactifs;

3° Comparaison des resultats obtenus avec la methode ä la

ninhydrine.

1° Sensibilite et echelle colorimetrique.

Utilisant comme acide amine de reference une solution

aqueuse de glycocolle, nous avons constate:

C. R. Soc. pliys. Geneve, Vol. 50, 1933. 12
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a) Que Fintensite de la coloration est proportionnelle ä la
concentration;

b) Que la reaction est dejä sensible pour une concentration

en glycocolle egale ä une solution —^ ;

c) Que la coloration ne devient violette (crezol-azur) que pour
une teneur tres forte en acides amines, done tres superieure ä la

4Nvaleur —— consideree comme normale.
1000

II resulte de ces observations que la presence d'acides amines

ne suffit pas ä provoquer la coloration crezol-azur, encore une
certaine concentration est-elle necessaire. En d'autres termes,
si un serum non defeque est traite par le reactif paracresol-
tyrosinase, la coloration rouge obtenue ne permettra pas d'affir-
mer l'absence d'acides amines. Ceux-ci pourront etre presents en

quantite notable sinon anormale. II pourra done etre utile de

proceder ä une defecation differentielle.

2° Application de la tyrosinase ä des serums defeques.

a) Sulfate d? ammonium. — Les resultats sont negatifs, ce sei

inbibant completement Faction fermentative de la tyrosinase,
sur le serum comme sur la solution de reference.

b) Hydroxyde de zinc. — Meme echec du ä des causes
analogues.

c) Acide phosphotungstique. — Ce reactif ne gene aucunement
Faction du ferment, ce qui a ete demontre par des essais ä

blanc, ä condition de neutraliser le filtrat par de la soude

caustique avant l'adjonction du paracresol et de la tyrosinase.
Traite dans les memes conditions qu'une solution de reference

N
de glycocolle, le serum accuse une teneur en acides amines

N
environ deux fois plus faible, soit •

3° Comparaison des resultats obtenus avec la methode ä la

ninhydrine.

Seuls les resultats obtenus apres la defecation ä 1'acide

phosphotungstique sont comparables, etant donne que pour chacune
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des deux methodes, la coloration n'est pas specifique vis-ä-vis
des seuls acides amines.

Dans ces conditions, 1'experience a montre que les resultats
obtenus sont du meme ordre de grandeur, pour des serums

normaux du moins. Ce resultat montre de plus que le glyco-
colle peut etre utilise comme reference, ce qui parait critiquable
de prime abord, d'autres acides amines etant susceptibles de

donner des colorations variables avec le reactif p-cresol-
tyrosinase.

Ce qu'il faut conclure de ces essais, c'est la necessite, surtout

pour un serum pathologique oü la teneur des acides amines

peut varier considerablement, de proceder ä des dosages par
defecation progressive, tant pour l'une que pour l'autre de ces

deux methodes. Si la reaction de la ninhydrine est plus rapide,
la methode ä la tyrosinase permet de reconnaitre de prime abord
et sans defecation un serum anormal. De plus, eile peut confirmer

par voie biologique les donnees que la methode chimique a

apportees au clinicien.

Mode operatoire.

a) Pour la ninhydrine, cf. Cherbuliez et Trusfus.
» Cherbuliez et Mirimanoff.

b) Pour la tyrosinase:

1. Sur le serum tel quel: paracresol 2 cm3; serum XXV

gouttes, tyrosinase pure: XV gouttes (0,01 gr de ferment dans
2 cm3 de liquide de pH 7).

2. Dosage differentiel, par defecation ä l'acide phospho-
tungstique (pour la preparation de la solution d'acide phospho-
tungstique, confer. Cherbuliez et Mirimanoff) : 1 cc de serum
est additionne de 4 cc d'acide phosphotungstique, agiter et
filtrer. Neutraliser 1 partie aliquote du filtrat et operer comme
precedemment, en tenant compte du facteur de dilution.

Litterature.
R. Chodat, Arch. Soc. Phys. et nat., 33 (1912), n° 1, p. 70.
R. Chodat et Kummer, Bioch. Zeitschr., 65 (1914), p. 392.
F. Chodat et Kotzareff, C. R., t. 177 (1923), p. 460.
E. Cherbuliez et I. Trusfus, Arch. Soc. Phys. et nat., 50 (1933).

n° 2.
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Note. — Parmi les serums mis obligeamment ä notre disposition

par la clinique infantile et la clinique chirurgicale, aucun
n'a donne une teneur en acides amines (calculee en glycocolle)

4N
superieure ä la normalite

Cas observes: Rachitisme, debilite infantile, pyelite, affections

intestinales (clinique infantile; age: 3-5 mois). Diabete,
uremie, affections intestinales (clinique medicale).

Laboratoire de Bacteriologie et de Fermentation
de 1'Institut de Botanique generale, Geneve.

Andre Mirimanoff. — Sur les pseudo-facteurs de croissance du

moüt de raisin.

Au cours d'un precedent travail sur le « vieillissement » des

levures 1, nous avons observe qu'il importait de standardiser
les conditions de croissance offertes par le milieu choisi: le moüt
de raisin.

En particulier, la temperature ä laquelle le moüt est pasteurise

ou sterilise influe d'une maniere preponderante sur la
croissance des levures.

Nos premieres observations ont porte d'une part sur du moüt
pasteurise ä 90 degres pendant 2 heures, d'autre part, sur ce

meme moüt sterilise ensuite l/> heure ä l'autoclave, ä 110 degres.

Mode operatoire:

50 cc de moüt sont inocules par Endomyces anomalus et
abandonnes ä l'etuve ä 25 degres.

Les resultats peuvent se resumer comme suit:

1° Le moüt pasteurise resente, 20 heures apres l'inoculation,
un voile continu sur la surface du liquide;

2° Le meme moüt, sterilise ä 110 degres, ne commence ä

montrer un debut de developpement qu'apres 3 jours environ;

1 F. Chodat et A. Mirimanoff, Arch. Soc. Phys.
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