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CONTRIBUTION

L’ETUDE DE LA TYROSINASE
LA PSEUDO-PEROXYDASE

S, BERENSTEIN
{Avec 1 fig.)

INTRODUCTION

LA NOTION DE FERMENT.

Selon la définition donnée par Oppenheimer ! et devenue en
quelque sorte classique, un ferment est une substance produite
par les cellules vivantes et ayant des propriétés de catalyseur,
sans que son action elle-méme soit liée au processus vital. Le
ferment n’est donc pas modifié par le processus chimique dans
lequel 1l intervient et son action est en outre spécifique.

Cette définition du ferment comme substance organique ayant
une individualité et une spécificité propres — définition que
nous placons ainsi en téte du présent travail —, si elle est
aujourd’hui assez généralement admise, a été trés discutée et
Pest méme encore, malgré I'appui que lui apportent de nom-
breux résultats expérimentaux. Les travaux de 'enzymologie
moderne, et en particulier les recherches de I'école de Willstétter,
la confirment toujours mieux; on arrive a purifier des ferments
par des méthodes trés fines et trés délicates d’adsorption et

! OpPENHEIMER, Die Fermente und thre Wirkungen. Vol. 1.
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d'élution, jusqu’a obtenir des colloides qui, & part les caractéres
spécifiques des ferments, ne présentent plus de réactions de
corps appartenant aux classes chimiques connues. Malheureuse-
ment, plus le ferment est puriﬁé, plus il devient fragile, sensible
a I'action de réactifs, de la température ou de la lumiére, et si
Pon essaye de pousser la purification plus loin, on finit par
mactiver le ferment, lui faire perdre son pouvoir de catalyseur.
Il semble bien que, selon I’hypothése de Willstitter, le
ferment soit composé d’un groupe ayant une fonction chimique
spécifique; 1ié & un support colloidal, et que si on essaye de le
détacher de ce support, il perd son activité. Certains ferments,
tels la pepsine et l'uréase, auraient été préparés a I'état
cristallisé, mais il n’est pas certain si ces cristaux représentent
bien le ferment & I’état pur ou si celui-ci ne s’y trouve qu’a I'état
de solution solide. En ce qui concerne la structure méme des
ferments, on n’en connait pour ainsi dire encore rien. On ne peut
donc les caractériser que par les réactions que leur présence
accélére ou ralentit d’une fagon bien spécifique, par les trans-
formations donc que subissent les substances fermentescibles.
Catalyseurs, ils le sont en effet dans le sens donné a ce mot par
Ostwald, c’est-a-dire ce sont des substances qui modifient la -
vitesse des réactions chimiques sans apparaitre elles-mémes dans
le produit final de ces réactions. Mais ce qui les distingue des
autres catalyseurs, c¢’est d'une part leur origine — ils sont des
produits de la nature vivante, de structure inconnue et, dans
I'état actuel de la science, ne peuvent donc étre synthétisés —
et d’autre part leur spécificité toute particuliére (stéréochimique,
par exemple) et leur thermolabilité; d’'une facon générale, les
ferments sont détruits ou inhibés & une température ne dépas-
sant pas 1000.

APERQU HISTORIQUE.
Si les phénomeénes les plus apparents de 'action des ferments,

la fermentation alcoolique, la putréfaction, etc., sont connus
depuis la plus haute antiquité, ce n’est guére qu’au milieu du

1 R. WiLLSTATTER, Ber. 59, 3601 (1922).
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siécle dernier que des théories générales ont été proposées pour
expliquer ces phénoménes. Rappelons que c’est & Berzelius et
a Mitscherlich que I'on doit lintroduction de la notion de
catalyse dans le processus fermentatif, et notamment dans
celui de la fermentation alcoolique, déja quelque peu éclairei au
point de vue chimique par les recherches de Lavoisier. Mais le
premier essai d’une synthése théorique des connaissances sur
les ferments est dG & Liebig, qui n’a voulu voir dans la fermenta-
tion qu'une rupture d’équilibre moléculaire résultant de la
décomposition chimique de la substance agissant comme
ferment. Cette décomposition, considérée comme un ébranle-
ment de la molécule, serait transmise du ferment a la substance
fermentescible. Ces vues ont été définitivement reconnues comme
inexactes a la suite des nombreux travaux de Pasteur, qui a
démontré que la fermentation ne peut pas avoir lieu sans la
présence d’un agent particulier, le ferment. Pasteur faisait
cependant une distinction entre les ferments organisés, insé-
parables de la matiére vivante, qui ne seraient en somme que
des propriétés de celles-ci, et les ferments solubles (nommés
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
deuxiéme, les sucs digestifs. Cette distinction a fait Pobjet de
nombreuses controverses jusqu’a la publication des travaux de
Miquel (1890) qui réussit & extraire des ferments sclubles de
microorganismes, puis surtout de ceux de E. Buchner (1897), qui
est parvenu le premier & isoler de la levure I'enzyme de la
fermentation alcoolique et & réaliser cette fermentation en
I’absence de levure, confirmant ainsi les idées de Berthelot,
Hoppe-Seyler, Traube, etc., qui croyaient & une origine com-

mune chimique de tous les phénoménes de fermentation.
Depuis, un grand nombre d’enzymes ont pu étre détachées des
cellules par lesquelles elles sont formées; et si dans nombre de
cas on admet la présence d’enzymes non encore isolées pour
expliquer des phénoménes de catalyse produits par la matiére
vivante, on peut considérer que ces hypothéses sont faites a bon
droit; elles sont justifiées par les grandes difficultés qu’on
rencontre & isoler certaines enzymes par suite de leur extréme
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sensibilité et de la maniére dont elles sont ancrées dans les
cellules vivantes.

Nous nous limiterons dans le présent travail a I'étude des
ferments oxydants, c’est-a-dire des ferments intervenant dans
les phénoménes d’oxydation et d’oxydo-réduction.

L’histoire des ferments oxydants proprement dits commence
avec 'observation faite par Thénard (1818) que, dans I'orga-
nisme, certains corps sont susceptibles de décomposer l'eau
oxygénée en eau et oxygene moléculaire. Mais il faut attendre
jusqu’en 1863 pour trouver les premiers travaux fondamentaux
de ce domaine, ceux de Schonbein !, qui a découvert que cer-
taines substances vivantes sont capables d’activer, «d’ozoniser»
I'oxygéne de Pair et de provoquer 'oxydation de divers subs-
trats fermentescibles, oxydation caractérisée par un change-
ment de couleur (bleuissement de la teinture de gaiac ou noir-
cissement de jus de champignons). Tout d’abord, on a attribué
a un seul et méme ferment le pouvoir de décomposer l'eau
oxygénée et celui de bleuir la teinture de gaiac. Schonbein
voyait dans ces actions des propriétés communes a tous les
- ferments. Jacobson 2 a séparé I'action sur I'’eau oxygénée, dite
« catalytique », d’autres actions fermentatives (celles de 1’émul-
sine et de I'extrait de pancréas). C’est O. Loew 2 qui a reconnu
Pindividualité du ferment dont la fonction spéecifique est de
catalyser la décomposition de l'eau oxygénée, et qui lui a
donné son nom de catalase. Lia catalase, qui n’est pas un ferment
oxydant proprement dit puisque 'oxygéne dégagé est molécu-
laire, joue un réle trés important, mais encore assez obscur, dans
les phénoménes de la respiration; il n’existe pas de cellule en
respiration qui ne soit capable de décomposer 'eau oxy-
“génde.

La peroxydase, le ferment susceptible de bleuir la teinture de
gaiac en présence d’eau oxygénée ou d’un peroxyde, qui a été
ainsi séparée de la catalase, a été particuliérement étudiée par
R. Chodat, soit en collaboration avec A. Bach soit avec ses

1 C. F. ScHONBEIN, J. prakt. Chemie, 89, 334 (1863).
* W. Jacosson, Zeitschr. physik. Chemie, 16, 340 (1892).
3 O. Loew, Ber., 35, 2487 (1902).
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éléves 1; Chodat a préparé & partir des racines de raifort par
précipitation & 1'alcool fort et extraction a l'alcool a 409,
une peroxydase physiologiquement pure, dépourvue de fer et
de manganése. Par des méthodes d’adsorption et d’élution assez
compliquées, et en partant de grandes quantités de raifort,
Willstédtter et Stoll ? ont obtenu une peroxydase encore plus
active, mais moins stable.

Le caractére essentiel de la peroxydase est de catalyser les
réactions d’oxydation par I'eau oxygénée ou les peroxydes. En
Pabsence de peroxydes, il n’y a pas d’action de peroxydase. Les
réactions les plus caractéristiques sont le bleuissement de la
teinture de gaiac (trés sensible, mais pas toujours trés sure),
Poxydation de la benzidine en bleu de benzidine, celle du
pyrogallol en purpurogalline (I'action du ferment est imitée a
la formation de I'orthoquinone, & partir de laquelle la purpuro-
galline est produite par une série de condensations), corps brun
et insoluble, qu’on peut doser gravimétriquement ou colori-
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métriquement, enfin la transformation du p-crésol en solution

en un corps laiteux dont le trouble est encore visible a une

concentration de 1/10.000¢. '
La laccase a été tout d’abord décrite par Yoshida et isolée

! Voir R. CoopaT. Darstellung und Nachweis von Oxydasen und
Katalasen, etc., dans ABpErHALDEN, Hdbch. biolog. Arbeitsmethoden,
4,1, p. 319 (1925), '

* R. WILLSTATTER, A. Stour, Liebigs Ann., 416, 20 (1918); 422,
47 (1921).

 R. WirusTATTER, H. HEISS, Liebigs Ann., 433,17 (1923).
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pour la premiére fois par Bertrand ! 4 partir du latex de ’arbre
a laque Rhus vernicifera; ¢’est i ce ferment qu’on doit la trans-
formation du suc jaune de I’écorce en laque noire. La laccase
catalyse les mémes oxydations que le systéme peroxyde-
peroxydase, mais la source d’oxygéne est ici 'oxygéne de I'air.
On prépare la laccase d’aprés Chodat a partir de jus de champi-
gnons qu’on précipite & I'alcool fort. L’extrait aqueux de ce
précipité contient, a coté de la laccase, de la tyrosinase qu’on
peut détruire en chauffant la solution pendant une heure au
bain-marie 4 65°. D’un autre c6té, on obtient & partir de ce
méme précipité une tyrosinase libre de peroxydase et de laccase
en le conservant plusieurs années, la laccase s’inactivant avec
le temps et ces champignons (Russula feetens, Lactarius velle-
reus, etc.) ne contenant pas de peroxydase. ‘

Nous ne dirons ici que deux mots de la tyrosinase, puisqu’elle
fait 'objet d’une étude plus détaillée dans les pages qui suivent.
Découverte par Bourquelot et Bertrand dans les champignons 2,
puis dans les céréales, elle a été reconnue ensuite entre autres
dans les carottes et les pommes de terre (& partir desquelles elle
est préparée d’aprés Chodat par précipitation du jus a I'alcool
fort). Sa réaction spécifique est I’oxydation de la tyrosine et de
ses dérivés en pigments noirs, les mélanines, et Poxydation du
p-crésol en présence d’acides aminés ou d’indol, qui donne des
pigments, le crésol-azur ou I'indo-crésol. La tyrosinase intervient
dans la formation des pigments animaux et végétaux dans
lesquels la tyrosine joue le role de chromogéne. Le noircissement
des gousses de légumineuses, du son du froment, celui des
pommes de terre expo_sées a Pair, ete., est di a la tyrosinase.
Mais il ne faut pas conclure du noircissement d’'un végétal a
Pair & la présence de tyrosinase. Ainsi le noircissement de
I’écorce de la banane est dii 4 I'action de la peroxydase sur le
tanin 3; dans d’autres plantes, les Cornacées, les Plantagmacées,

1 G.BERTRAND, C. R., 118, 1215 (1894). ,
2 B. BourqueLoT, G. BErTRAND, C. R. Soc. Biol., 1895, p. 582.

3 J. ZENDER, Archives [5]), 12, suppl., p. 56 (1925); le méme dans
C. R. Soc. phys. et hist. nat. de Genéve, 42, 56 (1925).
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les Scrofulariacées, les Orobanchacées, le noircissement qui
survient au cours de la dessication est di a ’hydrolyse diasta-
sique d’'un glucoside, I'aucuboside, et a la polymérisation du
produit d’hydrolyse non glucidique !.

Chez les animaux, la tyrosinase joue également un role impor-
tant dans la formation de pigments normaux ou pathologiques
(tumeurs mélanotiques). Ce dernier point est cependant trés
controversé. Bloch 2 attribue cette fonction a la dopa-oxydase,
un ferment qui exercerait une action spécifique sur la 3, 4-dioxy-
phénylalanine (dopa) et la transformerait en mélanine. Pour cela,
Bloch se base sur le fait qu’en imbibant de dopa des préparations
congelées de la peau, 1l voit une mélanogénése dans les parties
qui produisent des pigments in ¢ivo (mélanoblastes); aucun
autre chromogéne, et en particulier la tyrosine, n’agit de la
méme facon. A cet argument on a répondu que la présence de
dopa dans 'organisme animal n’est pas démontrée 3, que la
dopa s’oxyde spontanément a l'air et surtout en présence
d’alcalis, et enfin que cette oxydation est accélérée par la
tyrosinase # et méme par la peroxydase. L’existence d’une
dopa-oxydase spécifique semble donc bien douteuse.

Signalons encore que la tyrosinase a été découverte dans la
choroide de 1'ceil de beeuf normal par Lo Cascio °, qui I’a mise
en évidence par le noircissement de la tyrosine et par la forma-
tion du crésol-azur.

En ce qui concerne la pseudo-peroxydase, découverte en
1928 par Chodat et Bustinza, nous lui consacrons plus loin un
chapitre spécial.

' M. BripEL, Bull. Soc. chim. biol., 11, 620 (1929).

* B. BrocH, Z. physiol. Chemie, 98, 226 (1917); B. BLrocH,
F. ScHAEF, Biochem. Z., 162, 181 (1925); B. Brocn, Das Pigment,
Hdb. d. Haut u. Geschlechtskrankheiten, 1, 1, 434 (1927).

3 OPPENHEIMER, op. cit., 2, 1792.

t R. CHopAT dans ABDERHALDEN, Hdb. biolog. Arbeitsmethoden,
4,1, p. 396 (1925).

5 G. Lo Cascro, La Clinica oculistica (1915); Arch. Farmacologia
sperim. e scienze affint, 47 (1929).
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CHAPITRE PREMIER

LLEs SYSTEMES DE FERMENTS OXYDANTS.

Les ferments oxydants sont des ferments capables d’accélérer
des réactions d’oxydation ou d’oxydo-réduction. On leur donne
également le nom de ferments de respiration. Oppenheimer a
proposé de les nommer ferments de dégradation ou desmolases,
c¢’est-a-dire ferments supprimant les liaisons entre atomes de
carbone, pour les opposer & la grande majorité des ferments qui
ne catalysent que des processus hydrolytiques. Ce terme est
heureux en ce sens qu’il permet de réunir 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 1'un des moins bien
connus de I'enzymologie; la spécificité et le mécanisme méme
de Paction de ces ferments ne sont pas encore parfaitement
établis, et, partant, la classification n’est pas définitive et varie
d’un auteur a I'autre. La plus commode & notre sens, du moins
pour les besoins de la chimie végétale, est encore celle qu’emploie
R. Chodat 1, qui ne considére que les conditions extérieures de la
réaction. Faisant done des zymases un groupe a part, il distingue
parmi les ferments de respiration trois sous-groupes différents,
selon la provenance de 'oxygéne intervenant dans le phénoméne
d’oxydation; ce sont:

1. Oxzydases, ferments catalysant I’action oxydante de I'oxy-
géne de I'air sur des substrats oxydables.

2. Perozydases, ferments catalysant ’action oxydante des
peroxydes sur des substrats oxydables.

3. Oxydo-réductases ou hydro-oxydases, ferments catalysant
les oxydo-réductions hydroelastiques, ¢’est-a-dire phénoménes
d’oxydation et de réduction simultanée de certains substrats

- ' Dans F. ULLmaNN, Enzyklopddie der technischen Chemie,
2me ¢dition, 1930, vol. V, p. 152.
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ou l'oxygéne et I’hydrogéne nécessaires sont fournis par la
décomposition de I’eau.

Nous ne nous occuperons dans ce travail que des deux
premiers groupes, qu’Oppenheimer a réunis sous le terme général
de chromo-oxydases et de chromo-déhydrases, parce que leur
fonctinn essentielle, sinon spécifique, parait étre la coloration
de chromogeénes cycliques, par oxydation de systémes benzoides
ou de leucodérivés.

Chacun de ces deux groupes comprend deux ferments princi-
paux: les deux oxydases sont la laccase et la tyrosinase, et les
deux déhydrases sont la peroxydase proprement dite et la
pseudo-peroxydase (découverte en 1928 par R. Chodat et
F. Bustinza).

Il est nécessaire de caractériser ici ces ferments en quelques
mots. Du point de vue de la spécificité et des produits de réac-
tion, ils devraient étre regroupés. Les catalyses effectuées par
lalaccase sont humologues a celles du systéme peroxyde-peroxy-
dase, celles effectuées par la tyrosinase sont, d’aprés les re-
cherches qui vont suivre, homologues aux catalyses dépendant
du systéme peroxyde-pseudo-peroxydase. Les deux premiers
catalysent 'oxydation de composés aromatiques tels que les
polyphénols. Mais — et nous y reviendrons plus loin — la for-
mation de quinones a partir de polyphénols, 'action donc de
« polyphénolase » n’est pas la seule qu’exercent ces ferments.
Ils sont aussi susceptibles d’attaquer des monophénols, bien
que de facon différente. La tyrosinase, de son cdté, a une spéci-
ficité plus marquée; elle oxyde les monophéuols, par 'inter-
médiaire probablement d’'un stade ortho-di-phénol, en ortho-
quinones; cette activn est particulierement connue pour le para-
erésol et la tyrosine; la méme réaction, du moins en ce qui
concerne le para-crésol — le cas de la tyrosine est douteux —,
est catalysée par le systéme peroxyde-pseudo-peroxydase.

I1 v a déja plus de 25 ans, R. Chodat, dans une conférence
résumant des travaux antérieurs?, distinguait nettement les
quatre ferments que nous venons d’énumérer. Il nous semble
utile de citerici la conclusion de ce mémoire qui trace les grandes

L Journ. sutsse Chimie et Pharm., 1905, n° 46.
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lignes du systéme des ferments oxydants, tel que les recherches
récentes viennent de le confirmer dans ’essentiel.

« En résumé: il y a plusieurs catégories de ferments oxydants:

A. Oxydases.

1. Les laccases, considérées par nous comme des systémes.
peroxydes-peroxydases, analogues au systéme hydroperoxyde-
peroxydase.

Parfois le peroxyde ferment est inconnu; ¢’est une substance
organique particuliére, participant de la nature des ferments. .
Nous ’avons nommée oxygénase.

2. Les tyrosinases, qui sont sans doute des systémes ana-
logues aux lacases, mais a propriétés spéciales.

3. D’autres ferments oxydants spécifiques.

B. Peroxydases.

1. Superoxydase, répandue dans les végétaux, activant
I'H,0, et les autres peroxydes dans le phénoméne d’oxydation
des polyphénols (a deux substitutions hydroxylées ou amidées
dans leur noyau en pusition para ortho) et celui de KI acidulé.

2. Peroxydases spécifiques liées aux oxygénases et constituant
les oxydases diverses. _

3. Peroxydases a rechercher, qui avec H,0, produiraient
Poxydation de la tyrosine et de corps analogues.

C. Catalases. »

Cette citation appelle quelques commentaires et nous permet
de toucher ici & la théorie générale des oxydases et peroxydases.

1o On se trouve en présence de quatre ferments spécifiques:
la peroxydase (appelée dans cette citation «superoxydase»),
la laccase, la pseudo-peroxydase (le ferment & découvrir) et la
tyrosinase sont des ferments bien distincts.

20 Les relations entre les peroxydases et les oxydases sont
déja exprimées dans le méme mémoire, & une autre place, par
la formule: «le systéme hydroperoxyde-peroxydase constitue
une image de la laccase », formule que nous pouvons étendre

ARrRcHIVEs, Vol, 14, — Janvier-Février 1932, 3
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maintenant au cas de la tyrosinase et énoncer de facon générale
que «les systémes peroxydase-peroxyde sont des images des
oxydases directes » 1.

3% En ce qui concerne I'unicité des oxydases, les opinions
varient. R. Chodat et A. Bach ont tout d’abord admis que les
oxydases sont formées d’une peroxydase spécifique et d’une
oxygénase liée a celle-ci, 'oxygénase étant un peroxyde « sus-
ceptible de présenter les caractéres d’un ferment (destruction
par la chaleur, inhibition par les poisons, précipitation par
Palcool) 2. Ces auteurs avaient cru avoir séparé une peroxydase
et une oxygénase par la précipitation fractionnée d’extraits
de Lactarius vellereus & 1'aide de I’alcool 3. Ce résultat est souvent
cité dans les travaux postérieurs, et ce n’est que récemment que
C. Pugh 4 a étudié & nouveau le phénoméne plus particuliére-
ment. Elle a confirmé qu’en fractionnant par l'alcool & 409,
les extraits de divers Lactarius, on obtient une fraction oxyda-
sique insoluble, qui est fortement activée par les peroxydes, et
notamment par la fraction soluble dans I’alcool & 409%,. Il résulte
cependant de ses recherches que I'activation apparente par la
peroxydase doit probablement &tre attribuée surtout a des
substances autoxydables contenues dans ces extraits de cham-
pignons, et qui, se transformant en peroxydes, forment avec la
peroxydase un systéme analogue dans son action a 'oxydase.

Le fait, par exemple, que tous les essais de séparation de la
tyrosinase en ferment et co-ferment ont échoué et que les com-
munications positives & ce sujet se sont révélées erronées >
parle également en faveur d’une explication de ce genre. En
tout cas, tant que la séparation de la laccase en une peroxydase
et une oxygénase n’aura pas été confirmée de facon convain-
cante, il convient d’étre trés prudent a ce sujet, et pour notre
part, nous penchons & admettre 'unicité de la laccase, dans le
méme sens que l'unicité de la tyrosinase.

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

2 R. CuopaAT, A. BacH, Archives [4], 17, 31 (1904).

8 Ip., Ber, 36, 606 (1903).

4 C. PvcH, Biochem. Journ., 23, 456 (1929).

5 R.Cuopar, F. Wyss, Archives [5], &, suppl., p. 22 (1922) ; le méme
dans C. R. Soc. phys. et hist. nat. de Genéve, 39, 22 (1922).
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En résumé, I’état actuel des recherches sur les ferments
oxydants proprement dits permet de reconnaitre 'unicité et
I'individualité propre d’au moins trois ferments: laccase, tyro-
sinase, peroxydase. A ceux-ci vient s’ajouter un quatriéme, la
pseudo-peroxydase, qui fait ’objet du présent travail. D’apres
Pexpression déja citée de R. Chodat, le systéme peroxyde-
peroxydase est une image de la laccase; de méme, le systéme
peruvxyde-pseudo-peroxydase est — en ce qui concerne son
action sur le para-crésol du moins — une image de la tyrosinase.
Aussi, pour comprendre le mode d’action de la pseudo-peroxy-
dase, est-1] nécessaire de développer celui de la tyrosinase.

CHAPITRE 1T

MODE D’ACTION DE LA TYROSINASE.

Comme critére de la présence de tyrosinase, on admet en
général son action sur la tyrosinase ou les dérivés voisins, action
découverte par Bertrand !. 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

e W1

O=\//\N/—COOH HO\/\N
H H

(Quinone-5-6 de I'acide 5-6-dioxy-indol

indol-2-carbonique

de constitution encore inconnue, les mélanines. Seule la phase
rouge est due au ferment. Elle correspond a la formation d’une
quinone et a la cyclisation de la chaine latérale en un noyau
indol 2. Ce corps rouge se décolore tout d’abord avant de se

1 BERTRAND, Bull. Soc. chim. [3], 15, 793 (1896).
? H. 8. Rarer, Biochem. Journ., 21, 89 (1927).
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transformer en mélanine; selon ’hypothése de Raper, la quinone
subit une auto-réduction et partiellement une perte de CO,;
le produit serait le 5-6-dioxy-indol, qui s’oxyderait spontanc-
ment a Iair en donnant des mélanines. La transformation de
la phase rouge en phase noire se produit & I'air sans que la
présence de ferment soit nécessaire (celui-ci ayant été par
exemple détruit par ébullition) et est favorisée par les sels
neutres et par une réaction alcaline.

L’action de la tyrosinase sur le para-crésol, découverte par
R. Chodat, est bien moins utilisée et ceci bien a tort; elle est
tout aussi spécifique et beaucoup plus commode & déceler que
Ia réaction de la tyrosine. Oppenheimer méme, en général si
bien informé, n’a pas compris le sens de ces travaux, lorsqu’il
écrit ! que, dans la réaction tyrosinase-para-crésol-acide
aminé, le para-crésol a é¢té ajouté comme antiseptique, tandis
que, dés le début, ce para-crésol a ét¢ pour Chodat le réactif
le plus important de la tyrosinase.

Purifiée, libre d’acides aminés, la tyrosinase agit sur le para-
crésol pur en donnant une coloration jaune d’or 2. La présence
de traces d’acides aminés donne lieu & une coloration rouge. Si
les acides aminés sont en quantité suffisante, la couleur rouge
passe au violet, puis au bleu foncé, avec dichroisme intense
rouge fuchsine. On obtient ainsi un pigment auquel Chodat
a donné le nom de crésol-azur. \

Un produit tout différent est celui qui résulte de I'action de la
tyrosinase sur un mélange de para-crésol et d’indol; on obtient
de fines aiguilles bleues, insolubles dans I'eau et se dissolvant
avec une belle couleur rouge cerise dans le chloroforme. Chodat
a donné a ce corps le nom d’indo-crésol.

Enfin, un troisiéme corps est produit par I'action de la tyro-
sinase sur un mélange de para-crésol et de phloroglucine, cette
derniére pouvant étre remplacée par la résorcine ou l'orcine:
c’est la erésol-rubine, matiére colorante jaune, i reflets rouge
rubis et susceptible de teindre la soie 3.

Nous nous sommes attachés & élucider la nature de ces

L OpPENHEIMER, Die Fermenie u. thre Wirkungen, 2, 1811 (1926).
2 R. CHopaT, Archives [4], 33, 70 (1912).
8 R. Cuonart, F. Wyss, loc. cit.



ET DE LA PSEUDO-PEROXYDASE 37

réactions. Les premiéres observations & ce sujet ont été faites
par Chodat et Schweizer! qui ont mis en évidence 'action
désaminante qu’exerce la tyrosinase lorsqu’elle agit sur un
mélange de para-crésol et de glycocolie. Chodat et Wyss 2 ont
“montré que dans cette réaction la seconde phase, le bleuisse-
ment, peut étre obtenue chimiquement a partir de la phase
rouge. Quant a ’action désaminante, Raper et ses collaborateurs
ont montré qu’elle non plus n’est pas due au ferment lui-méme,
mais résulte du méme processus chimique secondaire; ils ont
posé comme hypothése que c’est une ortho-quinone qui est
responsable de la désamination 3. Le fait a été confirmé par
Chodat ? qui a fait agir sur du para-crésol pur de la tyrosinase -
de pommes de terre libre d’acides aminés. Aprés 24 heures, le
liquide était devenu brun. 11 a alors chauffé & 100° pour détruire
le ferment, puis ajouté un acide aminé; dans ces conditions,
la formation de crésol-azur a lieu avec rapidité et netteté. Le
corps qui donne cette réaction, étant un produit d’oxydation du
para-crésol, devrait étre une tolu-quinone. La tolu-para-quinone
donne bien, avec le glycocolle, une belle couleur rouge, mais elle
ne produit ni désamination, ni crésol-azur. Il était donc vrai-
semblable que la quinone résultant de 'action de la tyrosinase
sur le para-crésol est Portho-tolu-quinone. C. Pugh et H. Raper ®
ont montré que la tyrosinase agissant sur des phénols en pré-
sence d’aniline donne lieu 4 la formation de corps dont les
propriétés sont identiques & celles des anilino-ortho-quinones
obtenues a partir de quinones correspondantes. Dans un essai
de désamination du glycocolle par l'ortho-tolu-quinone, ces
auteurs ont obtenu un liquide semblable a celui résultant de
Paction de la tyrosinase sur le para-crésol en présence de
glvcocolle.

Nous avons repris ces essais et nous avons successivement pu
obtenir le erésol-azur, I'indo-crésol et la crésol-rubine en faisant

t' R. Cuopar, K. ScuwEeizer, Archives [&], 35, 140 (1913).

* R. CHopaAT, F. Wyss, Archives [5), 4, suppl., p. 24 (1922); le méme
dans C. R. Soc. phys. et hist. nat. Genéve, 39, 24 (1922).

* F. Haprorp, H. RaPER, Biochem. Journ., 19, 92 (1925).

* R. CHopAT, Archives [5], 10, suppl., p. 99; le méme dans C. R.
Soc. phys. et hist. nat. Genéve, 45, 99 (1928).

® (. Puen, H. Rarer, Biochem. Journ., 21, 1370 (1927).
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agir 'ortho-tolu-quinone sur des solutions de glycocolle, d’indol
et de phloroglucine. De méme que dans la réaction para-crésol-
glycocolle catalysée par la tyrosinase, la formation de crésol-
azur est précédée de diverses phases, de méme, lors de la syn-
thése du crésol-azur, I'action de I'ortho-tolu-quinone sur le
glycocolle se traduit par une coloration rouge carmin du
liquide, qui fonce ensuite peu & peu et finit par exhiber le
dichroisme caractéristique.

La réaction la plus rapide, la plus nette, est celle de I'indo-
crésol. Si 4 une solution d’indol on ajoute quelques cm3 d’une
solution éthérée d’ortho-tolu-quinone, le liquide se trouble
presque immédiatement, devient opaque, et de petits cristaux
d’indol-crésol, solubles en rouge framboise dans le chloroforme,
précipitent. La réaction de la crésol-rubine est tout aussi
rapide, mais la couleur jaune d’or qui la caractérise est moins
facile a identifier.

Toutes les réactions cclorées du para-crésol avec les acides
aminés, P'indol, les polyphénols, etc., produites sous !effet
de la tyrosinase se raménent donc en derniére analyse a des
condensaticns de I'ortho-tolu-quinone avec ces corps. L’action
de la tyrosinase sur le para-crésol est limitée a4 I'oxydation du
para-crésol en ortho-quinone, oxydation qui vraisemblablement
comporte le stade intermédiaire d’'un ortho-diphénol. Ce que
Raper et Pugh ont mis en évidence en remplacant le complément
de la réaction — I’acide aminé — par 'aniline, nous avons pu
le montrer de facon certaine en synthétisant les produits mémes
de la réaction.

On retombe donc dans le cas du para-crésol sur un mécanisme
analogue a celui de la tyrosine, pour laquelle on a démontré que
Pactivn du ferment ne dépasse pas le stade quincne et que les
phases subséquentes correspondent & des condensations qui se
produisent sans intervention de ferment.

Sur la base des travaux que nous avons résumés, Oppenheimer
a émis une hypothése qui de prime abord parait trés séduisante.
On peut, dit-il, avancer ’hypothése de travail suivante 1: le
systéme tyrosinase comprendrait deux facteurs:

1 Loc. cut., p. 1808.
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un facteur spécifique propre, facteur primaire, catalysant
Yoxydation des monophénols en ortho-diphénols,

et un facteur secondaire, le systéme d’oxydation des diphé
nols, qui n’a plus un caractére spécifique de tyrosinase, mais un
caractére d’oxydase.

D’autre part, la laccase aurait comme propriété spécifique
Poxydation en quinones des polyphénols (pyrogallol, laccol),
de la para-phényléne-diamine, etc.

Cette théorie est bien séduisante, mais elle appelle plusieurs
objections. En particulier, 'action de la peroxydase sur le
para-crésol ne trouve pas de place dans ce cadre. Il faudrait
élucider la nature chimique de la réaction qui, & partir d’une
solution de para-crésol, produit un trouble ou un précipité
blanc, réaction spécifique et extrémement sensible de la peroxy-
dase sur un monophénol. I1 faut en outre signaler que cette
théorie, prise comme hypothése de travail, laisse trop dans
Iombre les relations entre laccase et peroxydase, tyrosinase et
pseudo-peroxydase, ferments qui peuvent s’ordonner en deux
séries de deux groupements différents, suivant que nous avons
plus spécialement en vue la spécificité du substrat ou celle du
mode d’oxydation.

CHAPITRE II!

PSEUDO-PEROXYDASE.

Les premiers essais que nous avons effectués I'ont été sur la
base des recherches de Chodat et Bustinza 1, que nous rappelle-
rons tout d’abord briévement. Ces auteurs ont découvert que
I'émulsion du rhizome de Cyperus esculentus L. colore une solu-
tion de para-crésol en rouge carmin en présence d’eau oxygénée.
Ils ont attribué cette coloration a 'effet d’un ferment nouveau,
la pseudo-peroxydase. La réaction a également lieu lorsque la
peroxydase est extraite de ’émulsion par dissolution dans

v R. Cuopnar, F. Bustinza, Archwes [5], 10, szippi., p. 103 (1928);
le méme dans C. R. Soc. phys. et hist. nat. de Genéoe, 45,103 (1928).
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I'alcool a 409, ou inactivée par I'alcool bouillant. L’ébullition
avec de 1'alcool ne détruirait donc pas le pouvoir que possede
Pémulsion de former un pigment rouge & partir du para-crésol
et en présence d’eau oxygénée !; I'ébullition avec de l'eau, par
contre, inactive complétement 1’émulsion; celle-ci, ainsi
mactivée et ajoutée soit a la peroxydase, soit & la tyrosinase, ne
leur confére pas de fonction de pseudo-peroxydase. Il ne s’agit
donc pas d’un co-ferment thermostable. Enfin, 'addition d’un
acide aminé au pigment rouge formé par la pseudo-peroxydase
donne lieu a la formation de crésol-azur. Relevons encore que
les auteurs ne sont pas parvenus a mettre la pseudo-peroxydase
en solution, ni & constater d’action de ce ferment sur la tyrosine.

Dans nos essais préliminaires, nous avons cherché a préciser
les propriétés de la pseudo-peroxydase, ou plutdét — puisque
celle-ci ne se trouvait pas en solution — de I’émulsion de
pseudo-peroxydase de Cyperus esculentus, et nous avons en
méme temps essayé¢ de mettre le ferment en solution. Disons
tout de suite que nous ne sommes pas parvenu a 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 employées.

Pour essayer d’éluer la pseudo-peroxydase, qui semble
adsorbée au tissu végétal, nous avons extrait les lipoides des
rhizomes en traitant ceux-ci a ’acétone, au chloroforme, &
I’éther de pétrole. La poudre de rhizome ainsi dégraissée, ainsi
que des rhizomes non dégraissés, secs, ou gonflés par immersion
dans I’eau pendant 24 beures, puis broyés, ont été laissés macérer
avec de I'eau de rubinet, de I'eau distillée, des solutions de bi-
carbonate de soude (saturée), de chlorure d’ammoninm (1,2, 5,
109%,), de chlorure de sodium (id.), de carbonate d’ammonium

{id.), de carbonate de soude (1%, 1 et 29,), d’ammoniaque
n

(traces, 0,19%, 1 et 2,59%,), d’acide acétique (5_6> de phosphate

m’ g 2
); ainsi que des solutions-tampon

15
d’acétate (pH = 4) et de phosphates (pH = 6,9).
Dans certains essais, les tubercules de Cyperus ont été coupés

secondaire de sodium(

! Voir a ce sujet plus loin, p. 45.
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au microtome (15 ) et broyés au mortier d’agate, ou bien ils ont
¢té broyeés avec de la silice et du kieselguhr, et la masse exprimée
a la presse (environ 50 atm.). Nous avons également essayé
'autolyse aseptique en présence de toluol, de chloroforme, ou
de vapeurs de chloroforme, suivie d’extraction a Peau distillée.
Dans tous ces essais, nous n’avons pas obtenu de résultat
positif.

Nous avons alors fait germer des tubercules sur du coton
humide. Aprés quatre jours, les plantules étaient apparus et se
développaient. Nous avons alors broyé les tubercules avec de
Peau, et en filtrant sur du papier I’émulsion ainsi obtenue, nous
avons eu un liquide un peu trouble et donnant faiblement la
réaction de la pseudo-peroxydase. Le trouble n’était di ni aux
graisses ni a I'amidon. En effet, si 'on secouait le filtrat avec
de I’éther de pétrole, le trouble persistait; d’autre part, 'addi-
tion d’iode ne le colorait pas en bleu.

Nous avons également obtenu un filtrat actif & partir de
rhizomes gonflés 24 heures dans de I'eau, coupés en tranches
fines au scalpel, traités quelques jours par la vapeur de chloro-
forme, puis dégraissés par 'acétone et 1'éther de pétrole et
enfin broyés avec de I'eau.

Mais, dans les deux cas, le filtrat n’était que trés faiblement
actif (celoration rose fugace du para-erésol, alors que, dans les
mémes conditions, la masse restée sur le filtre et délayée dans
la méme quantité d’eau donne une coloration rouge carmin
intense et persistante). En outre, la précipitation par'l’alcbol
dans le but de purifier le ferment a eu pour effet d’en inactiver
les faibles quantités présentes. Ces filtrats étaient donc inutili-
sables pour I'étude des propriétés de la pseudo-peroxydase.

Ce n’est que sur le point d’arréter nos recherches que nous
avons découvert la présence de la pseudo-peroxydase dans un
grand nombre de végétaux et en particulier dans les amandes
douces. La maniére la plus commode d’obtenir une préparation
de pseudo-peroxydase est la suivante: des amandes douces
décortiquées sont ébouillantées, puis, aprés une minute, refroi-
dies rapidement. La pellicule s’enléve alors facilement. On broie
les amandes dans un mortier avec de ’eau distillée, de facon &
obtenir un lait homogéne. Ajouter un peu de chloroforme et
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laisser 24 heures. Filtrer. Le lait d’amandes ainsi obtenu a une
forte réaction de pseudo-peroxydase. Par contre, le sérum
préparé a partir de ce lait en précipitant les protides par
Pacide acétique, sérum qui contient I’émulsine, ne donne pas,
‘méme aprés neutralisation, de réaction de pseudo-peroxydase.
Pour avoir une préparation homogéne et pouvant se conserver,
nous avons préecipité le lait d’amandes par ’alcool. Ce précipité
donne, aprés dessication, une poudre blanche qu'’il suffit ensuite
de délayer dans de I’eau pour obtenir une émulsion assez active
de pseudo-peroxydase, mais dans laquelle ce ferment n’est pas
dans un état de dispersion suffisante pour pouvoir passer a
travers un papier filtre. Le temps limité dunt nous disposions ne
nous a pas permis de faire de nouvelles recherches pour la mise
en solution de la pseudo-peroxydase du lait d’amandes. Signa-
lons seulement qu'un essai de protéolyse a chaud avec de la
papaine n’a pas eu pour résultat de permettre I’émulsion de la
pseudo-peroxydase, pas plus qu'un essai de macération avec une

solution de para-crésol 3Ege
Les expériences que nous avons faites ont toutes été effectuées
avec 'émulsion de Cyperus ou le Jait d’amandes, donc avec
un ferment brut, non purifié. Nous ne nous dissimulons pas ce
que les conclusions de telles expériences peuvent comporter
d’incertitude, puisque le ferment n’est pas physiologiquement
pur. Mais, dans un ordre d’idées plus modeste, il nous suffisait
d’arriver & une préparation homogéne nous permettant, quoique
impure, de reconnaitre 'individualité et la spécificité du ferment
étudié. L’émulsion de Cyperus, et plus particuliérement le lait
d’amandes, nous paraissent répondre a ces conditions.

REACTIONS DE LA PSEUDO-PEROXYDASE,

Nous avons étudié de facon qualitative les réactions carac-
téristiques de la pseudo-peroxydase. La réaction la plus impor-
tante du matériel végétal contenant la pseudo-peroxydase est
de catalyser la formation d’un pigment rouge soluble & partir
du para-crésol et en présence d’eau oxygénée. Cette réaction
est rapide et vive. Elle est déja visible aprés une minute avec
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une émulsion de 0,1 gr de tubercule de ‘C.yperus esculentus

dans 5 em?® d’eau, additionnée de 1 em® de solution saturée de

. : . 1
bicarbonate de soude, 1 cm? de solution de para-crésol iooe ©t

quelques gouttes d’eau oxygénée a 1149%,. Elle se développe bien
en milieu neutre ou faiblement alcalin (bicarbonaté). En milieu
faiblement acide (pH = environ 5), tel qu’on I’obtient en laissant
I'émulsion s’autolyser aseptiquement en présence de toluol ou
de chloroforme, on constate une teinte jaune qui vire ensuite
au rose par addition d’alecali ou méme simplement a I’ébullition.
Il s’agit 1a d’une véritable réaction et non d’une propriété
d’indicateur, puisque l'acidification ne raméne pas la teinte
‘rose au jaune. Rappelons pour mémoire que la réaction tyrosi-
nase-para-crésol ne donne pas une teinte rouge, mais bien un
pigment jaune, et que le pigment rouge n’apparait, ainsi qu’il
résulte des recherches de Chodat, qu'en présence de faibles
‘quantités d’acides aminés. Ce n’est que si les acides aminés se
trouvent en quantité suffisante que la réaction continue jus-
qu’au crésol-azur. Il est tout-a-fait possible que le corps rouge
produit par la peroxydase ne se forme lui aussi qu’en présence
d’acides aminés. C'est une question qui ne pourra étre résolue
que lorsqu’on aura séparé la pseudo-peroxydase des acides
aminés qui I'accompagnent dans le matériel végétal. En tout
cas, les émulsions de pseudo-peroxydase que nous avons utili-
sées contiennent bien des acides aminés, puisque ces émulsions,
inactivées par ébullition et additionnées de tyrosinase de pomine
de terre et de para-crésol, ont donné la méme réaction rose que
celle attribuée a la pseudo-peroxydase.

Signalons que, tandis que dans la réaction de la tyrosinase,
la teinte rouge se développe a partir de la surface, avec la
pseudo-peroxydase elle se propage de facon homogéne dans
toute I’émulsion. Lorsque I'eau oxygénée est complétement
décomposée par la catalase, la solution se décolore lentement,
mais redevient rouge si on l'aére en ’agitant. Par I'addition
d’acides aminés a la solution rouge préalablement débarrassée
de son excés d’eau oxygénée, on peut obtenir le crésol-azur.
D’autre part, la pseudo-peroxydase donne, a partir du para-
crésol et de I'indol, et en présence de ’eau oxygénée, rapidement
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et nettement, la réaction de I'indo-crésol. Dans des conditions
analogues, on obtient, par exemple avec la phloroglucine, la
crésol-rubine. Ces deux derniers pigments peuvent également
étre obtenus si I'on n’ajoute I'indol ou la phloroglucine que
lorsque le corps rouge est déja formé.

Ceci nous méne a la question de la nature chimique de la
catalyse par la pseudo-peroxydase. Comme nous I’avons démon-
tré par ailleurs, les réactions du crésol-azur, de I'indo-crésol et
de la crésol-rubine ne sont que des réactions de condensation
de I’ortho-tolu-quinone avec un acide aminé, I'indol ou la phloro-
glucine. Comme la tyrosinase, mais seulement en présence d’eau
oxygénée, la pseudo-peroxydase oxyde le para-crésol en ortho-tolu-
quinone, et le systéme pseudo-peroxydase-eau oxygénée remplit
a I'égard du para-crésol la méme fonction que la tyrosinase.

Il ne s’ensuit pas nécessairement que le corps rouge soit
identique & l'ortho-tolu-quinone; cette derniére est en effet
jaune en solution aqueuse; mais le fait essentiel est que la solu-
tion rouge donne les réactions spécifiques de cette quinone,
réaction que ne donnent entre autres ni 'ortho-quinone, ni la
para-quinone, ni la para-tolu-quinone. Il s’agit probablement
d’un complexe ou d’une combinaison de 'ortho-tolu-quinone
avec un autre corps, un acide aminé par exemple.

51 I'identité des réactions du systéme étudié avec celles de la
tyrosinase est parfaitement établie & 1’égard du para-crésol, il
n’en est pas de méme a I’égard de la tyrosine. Chodat et Bustinza
n’ont pas pu mettre en évidence ’action de la pseudo-peroxydase
sur la tyrosine. Nous avons repris cette question et ne sommes
pas parvenu 4 une conclusion bien nette. Nous avons bien obtenu
dans certains de nos essais une coloration gris foncé de la solu-
tion aprés 24 ou 48 heures, mais nous n’avons jamais pu
observer la premiére phase rouge de cette réaction, ce qui
permet de douter de la nature du phénomeéne. La question
reste donc encore ouverte.

THERMOLABILITE DE LA PSEUDO-PEROXYDASE,

Nous avons controlé que les réactions de la pseudo-peroxydase
possédent bien le caractére de thermolabilité propre aux
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ferments. L’ébullition de 'émulsion de Cypefus détruit le pou-
voir de fermentation de celle-ci; le traitement & I’alcool bouillant
a une action moins violente; des tubercules broyés avec de
Palcool et portés 2 & 3 minutes a I’ébullition colorent encore
fortement le para-crésol en présence d’eau oxygénée; si I’ébulli-
tion a duré plus longtemps, par exemple 10 minutes, la colora-
tion qu’on obtient est beaucoup plus faible. Enfin, des coupes
trés fines au microtome (10 & 15 w) traitées 1 minute par ’alcool
bouillant ne donnent ensuite plus aucune réaction.

LOCALISATION DE LA PSEUDO-PEROXYDASE DANS LE RHIZOME
vE Cyperus esculentus L.

Nous avons cherché a localiser le ferment dans le tissu du
rhizome de Cyperus esculentus sur des coupes au microtome de
10 &4 15 p d’épaisseur. Les coupes traitées & la glycérine, 4 I'eau
ou a ’eau oxygénée ne présentaient sous le microscope aucune
coloration particuliére. Dans les coupes traitées au para-crésol
seul, on constate qu’aprés quelques heures, certaines cellules
sont colorées en brun orangé, et toute la coupe prend lentement
une teinte rose pale, qui plus tard vire au bleu sur les bords au
contact de 'air. Il s’agit ici trés probablement d’une action de
la pseudo-peroxydase en présence des peroxydes et des acides
aminés de la plante méme, plutdt que d’une action de tyrosinase.
Nous avons pu observer macroscopiquement la méme réaction en
éprouvette sur une émulsion de Cyperus, mais jamais sur la
pseudo-peroxydase purifiée, préparée a partir du lait d’amandes.

2?10; et a I'eau oxygénée
trés diluée réagissent trés rapidement. Les cellules colorées en
rouge brunatre apparaissent en moins de 1 minute, et, aprés 2 &
4 minutes, toute la coupe est colorée en rose a partir de ces
centres, qui restent beaucoup plus foncés. On a done bien
affaire & un pigment soluble, produit par un ferment f{ixé ou
adsorbé dans le tissu. Ces cellules particuliéres sont, pour
autant que nous avons pu le constater, plus petites que les
cellules voisines, et présentent, ainsi préparées, une granulation
trés fine avec grains d’amidon généralement absents. Elles

Les coupes traitées au para-crésol (
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sont dispersées sans ordre qapparent. Si I’on traite par le chlorure
de zinc iodé des coupes ainsi colorées en rose, les huiles appa-
raissent en jaune et 'amidon en violet, mais les cellules déja
colorées en rouge brunatre gardent leur teinte et ne montrent
aucun grain d’amidon. En présence d’acide acétique dilué (a
29%), les centres de coloration apparaissent en jaune et toute la
coupe prend une teinte jaunatre; ’addition de bicarbonate fait
virer la coloration au rose.

Le traitement préalable des coupes par I'alcool ou le chloro-
forme pendant 24 heures n’inhibe pas la réaction. Par contre,
ainsi que nous 'avons déja relevé, il suffit de les maintenir une
minute dans de l'alcool & Vébullition pour que la coloration
n’apparaisse plus.

RECHERCHE DE LA PSEUDO-PEROXYDASE DANS DIVERS
VEGETAUX.

Chodat et Bustinza ont trouvé la pseudo-peroxydase, outre
dans Cwyperus esculentus, dans Cyperus alternifolius,” Carex
pilosa, Carex glauca et Carex sylvatica. Nous avons recherché ce
ferment dans d’autres végétaux, et nous avons pu le mettre
en évidence dans de nombreux cas. A cet effet, nous avons broyé
dans de I'eau quelques fragments des parties du végétal étudiées
pour en obtenir une émulsion; celle-ci a été divisée entre trois
éeprouvettes; la premiére a été portée quelques minutes a I’ébulli-

1 ,
a5000 ©
quelques gouttes d’eau oxygénée a 0,5%,. Les autres éprouvettes

tion, puis a recu un volume égal de para-crésol &

n’'ont pas été chauffées et ont été additionnées, la deuxiéme de
para-crésol et la troisiéme de para-crésol et d’eau oxygénée.
Nous avons admis la présence de pseudo-peroxydase dans les
végétaux qui ont donné aprés addition d’eau oxygénée dans le
troisiéme tube une coloration franchement rose ou rouge, et pour
lesquelles les deux tubes témoins n’ont pas présenté de colora-
tion aprés au moins douze heures:

Pistaches (Rhus lentiscus),
Amandes douces, décortiquées (Amygdalus communis, var.
dulcis), '
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Noix du Brésil (Bertholletia excelsea),

Noisettes, décortiquées ( 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 égyptien, en germine{tion ( Gossipium sp.).

Le riz entier du commerce a donné une réaction trés faible.
Les amandes des noyaux de péche, les latex d’une asclépiade
et d'une euphorbiacée n’ont pas donné de réaction. Le seigle, le
blé, le chanvre contiennent de la tyrosinase, mais paraissent aussi
contenir de la pseudo-peroxydase, la réaction étant plus intense
et plus rapide en présence d’eau oxygénée. -

Il est trés intéressant de constater que la pseudo-peroxydase
semble étre assez répandue dans les phanérogames, en particulier
dans les graines oléagineuses 1. Il est certain qu’on pourra mettre
ce ferment en évidence dans de nombreux végétaux encore, car
nous n’avons fait des essais qu’avec ceux que nous avions juste-
ment sous la main.

CHAPITRE 1V

AcTION DE L'EAU OXYGENEE SUR LA TYROSINASE.

Pour nous convaincre de I'individualité réelle de la pseudo-
peroxydase et pour délimiter sa spécificité envers celle de la
tyrosinase, nous avons effectué¢ quelques essais au sujet de
Paction de P'eau oxygénée sur la tyrosinase. C’est I'un des
problémes concernant la tyrosinase qui a fait I'objet de beaucoup
de controverses et sur lequel des opinions contradictoires
s’affrontent. | '

! Rappelons que, d’aprés FrEEDpERICKsz, thése, Genéve, 1911,
Publications de I'Institut de botanique, VIII, les graines oléagineuses
sont plus riches en catalase que les semences qui contiennent prin-
cipalement des hydrates de carbone, ce qui est & mettre en rapport
avec un pouvoir respiratoire plus élevé des graines oléagineuses.
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Gessard ! a le premier signalé une accélération de la méla-
nogénése en présence d’eau oxygénée:

« Cette période latente ou temps mort qui précéde le rosisse-
ment et durant laquelle aucun phénomeéne apparent ne s’observe,
est notablement réduite. Soit par exemple une solution de tyro-
sinase telle qu’elle n’améne la coloration de la tyrosine qu’au
bout de plusieurs heures. Ce délai est réduit & quelques minutes
par I'addition d’eau oxygénée dont on aura seulement pris soin
de saturer préalablement acidité. »

Il suffit méme, d’aprés lui, d’exposer au soleil la solution de
tyrosine pour réduire considérablement le temps mort par suite
de la formation de peroxyde. '

A. Bach a, dans plusieurs publications 2, soutenu que l'eau
oxygénée active la tyrosinase dans le phénoméne de la mélano-
génése. De méme, O. v, Fiirth et E. Jerusalem 3. Par contre,
R. Chodat % n’a pas pu constater d’activation par I’eau oxygénée,
mais seulement une inhibition. Staub ® a trouvé que addition
de 0,5 cm?® d’eau oxygénée a 19, & 8 cm? d’une solution conte-

5
. : . 1
nant 2 ¢m? de tyrosinase de pomme de terre a E006! 2 ¢m? de
1

. 1 . .
para-crésol ege> ot 2 cm3 de glycocolle a 1356’ suffit pour diminuer

la coloration rouge. Plus récemment, C. Pugh 8 a trouvé que si
I'eau oxygénée est en faible quantité par rapport & la tyrosinase
elle active la réaction, tandis qu'une plus forte quantité d’eau
oxvgénée la retarde. Cet auteur constate une accélération de la
réaction sur la tyrosine en ajoutant 1 cm® de H,0, 19, a 25 cm?
une solution de tyrosine contenant 1 cms# de solution diluée de
tyrosinase de vers de farine.

Nous n’avons pas été en mesure de confirmer ce résultat.
En ajoutant a 1 em? de tyrosine a 0,19, en solution tampon de

1 GEessarp, C. R. Soc. Biol., 55, 637 (1903).

® A. Bacu, Ber., 39, 2126 (1906); 41, 216, 221 (1908).

* O.v. FiortH, E. JErRUSALEM, Beitr. z. chem. Physiol. u. Path., 10,
131 (1907).

* R. CHopAr, Archives [&], 34, 173 (1907).

® StauB, Nouvelles recherches sur la tyrosinase, thése, Inst. de Bot.,
Geneve, 1908.

® (.. Pucn, Biochem. Journ., 24, 1442 (1930).
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phosphates (pH = 6,9) et 1 cm? de tyrosinase de Russula foetens
une goutte d’eau oxygénée a 0,0059,, on inhibe déja nettement
la réaction. Dans la réaction para-crésol-tyrosinase, nous avons
observé une trés légére accélération en ajoutant & 5 cm? de
liquide une goutte d’eau oxygénée & 0,5%; mais I'intensité
finale de la coloration aprés 24 heures était beaucoup plus
faible dans le tube auquel nous avions ajouté I'eau oxygénée.

Il en est tout autrement avec la pseudo-peroxydase; ici, on |
constate que, dans la réaction du para-crésol, le tube n’ayant -
pas regu d’eau oxygénée ne présente pas de coloration méme
aprés quelques jours, tandis que quelques gouttes d’eau
oxygénée a 1%%9%, ont pour effet de développer en peu de
minutes une belle couleur rouge.

La tyrosinase n’est donc pas activée par I'eau oxygénée,
tandis que la pseudo-peroxydase n’agit qu’en présence d’eau
oxygénée (ou d’un peroxyde).

CHAPITRE V

LE CRESOL-AZUR.

Préparation et propriéiés.

Nous avons préparé le crésol-azur en laissant réagir dans de
grands cylindres le jus de 5 &4 6 kg de pelure de pommes de terre
sur un mélange de 6 litres de solution de glycocolle 4 0,3%, et de
2 litres de solution de para-crésol & 0;4%,, le tout préservé de
I'infection par une mince couche de toluol. Dans ces conditions,
le liquide devient tout d’abord rouge clair, puis passe au brun
rouge. Si, & ce moment, on Pacidifie, il devient plus foncé, mais
garde sa teinte brune; avec de I'ammoniaque, il passe au brun |
verdatre. Pour obtenir du crésol-azur, il suffit de porter & I’ébulli-
tion le liquide, qui prend alors une teinte verte; par addition
d’ammoniaque, il vire au vert émeraude, tandis. qu’aprés
acidification, il présente le superbe dichroisme bleu-rouge,
caractéristique du crésol-azur. Aussi, aprés 48 heures, avons-

ARCHIVES, Vol. 14. — Janvier-Février 1932, 4



50 ‘ "ETUDE DE LA TYROSINASE

nous porté notre liquide brun-rouge a I’ébullition, puis acidifié
par I'acide chlorhydrique. Autant pour faciliter 'extraction que
pour précipiter les matiéres protéiques qui forment une mousse
génante, nous avons saturé le liquide avec du sel marin. Nous
avons extrait le crésol-azur par I’alcool amylique et procédé pour
la purification d’aprés la méthode donnée par R. Chodat:
I’alcool amylique a été distillé dans le vide, et le résidu repris par
lalcool éthylique a 969,. De cette sclution, le crésol-azur
précipite par addition d’éther en flocons bleus amorphes qui, en
séchant, donnent une masse brillante. Nous en avons repris une
partie dans I'alcool absolu et précipité par I'éther absolu.
L’analyse élémentaire de ce produit, préalablement séché dans
le vide & 110° pendant six heures, a donné: résidu minéral, 30,7%, ;
G, 40,61%; H, 4,329%,; N, 5,53%,. Le résidu minéral consiste
principalement en chlorure de sodium retenu par le colorant
qui se trouve en solution colloidale. En effet, le crésol-azur ne
passe pas & travers les ultra-filtres « Seitz Entkeimungsschich-
ten »; il ne dialyse pas & travers une vessie de pore et ses solu-
tions présentent un céne de Tyndall caractéristique. On voit
que le crésol-azur contient une proportion relativement élevée
d’azote, ce qui est une preuve de plus en faveur de la condensa-
tion du noyau crésol avec 'acide aminé.

Le crésol-azur se dissout dans l'eau, l’alcool éthylique,
Ialcool méthylique, les acides étendus, avec une couleur bleue
ou violette en solution concentrée; si on dilue la solution, elle
devient dichroique, bleue par transparence, et rouge par ré-
flexion ou sous une forte épaisseur. Dans I'acide chlorhydrique
concentré, le crésol-azur se dissout en donnant une teinte bleu
verdatre qui devient dichroique si I’on dilue; la solution dans
I'acide sulfurique concentré froid est verte, mais passe lentemen
au noir par carbonisation du colorant; & chaud, la carbonisation
a lieu instantanément. L’acide nitrique concentré attaque le
crésol-azur et le transforme en un pigment rouge. Dans les
alcalis, le crésol-azur se dissout en jaune ou brun verdéatre; il
est peu a peu transformé et ne présente bientdét plus de di-
chroisme.quand on I’acidifie. Il est insoluble dans le chloroforme
et dans ’éther absolu. Il n’a pas de point de fusion, mais se
décompose et se carbonise quand on le chauffe.
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Synthése du crésol-azur L.

Pour synthétiser le crésol-azur, nous avons préparé ’ortho-
tolu-quinone & partir du créosol (1-méthyl-4-oxy-3-méthoxy-
benzéne). Le créosol, de la maison Schuchardt, a été redistillé
puis déméthylé par la méthode de de Vries 2, qui consiste & cuire
le créosol & reflux en solution acétique avec de ’acide bromhy-
drique & 48%, pendant plusieurs heures. Aprés refroidissement et
neutralisation, or extrait par I’éther le produit de la réaction,
¢’est-a-dire I’homo-pyrocatéchine. Sécher au sulfate de sodium,
chasser I'éther et fractionner dans le vide. L’homo-pyrocaté-
chine produite se solidifie dans le récipient. Elle se laisse recris-
talliser dans un mélange de benzéne et de ligroine et se présente
sous l'aspect de paillettes blanches.

L’oxydation de I’homo-pyrocatéchine en ortho-tolu-quinone
se fait d’aprés la méthode de Willstatter et Miiller 3; 0,2 gr
d’homo-pyrocatéchine ont été dissous dans 5 cm? d’éther
absolu, et & cette solution nous avons ajouté environ 7 cm?
d’éther contenant 1 gr de sulfate de sodium et 1 gr d’oxyde
d’argent. Aprés avoir secoué quelques minutes, nous avons
filtré sur un petit filtre recouvert d’une couche de sulfate de
sodium. La solution éthérée filtrée était rouge, a reflets verts.
Nous P'avons employée telle quelle, aprés nous étre assuré
qu’aucune des réactions que nous étudions ne pouvait é&tre
attribuée 4 I’homo-pyrocatéchine.

Nous avons ajouté la solution éthérée & une solution de
glycocolle a4 0,2%,, dans Peau distillée ou tamponnée par des
phosphates (pH = environ 7). Les proportions que nous avons
employées étaient de 0,5 gr de glycocolle pour la solution de
quinone préparée a partir de 0,2 gr d’homo-pyrocatéchine.
On constate que la solution se colore tout d’abord en rouge

1 Les préparations chimiques ont été effectuées au Laboratoire de
chimie organique de I’Université de Genéve. Je remercie M. le profes-
seur A. Pictet, qui a bien voulu m’autoriser & y travailler; de méme,
je remercie vivement M. le professeur E. Cherbuliez pour ’accueil
aimable qu’il m’a réservé et pour ses précieux conseils.

* DE Vrikes, Recueil Tray. chim. Pays-Bas, 28, 278 (1909).

3 R. WILLSTATTER, F. MULLER, Ber., 44, 2171 (1911).
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carmin, puis devient plus foncée et présente au bout d’un
certain temps une teinte rouge foncé a reflets bleu-roi; en acidi-
fiant le liquide, on obtient le dichroisme caractéristique du
crésol-azur. Mais la réaction s’est produite dans I'eau distillée
d’une facon différente que dans la solution tampon; tandis que
dans cette derniére elle était terminée en 24 heures, 1l a fallu
attendre environ six jours pour constater la présence de crésol-
azur dans la solution préparée avec l'eau distillée. L’accéléra-
tion due aux phosphates n’est pas, comme on pourrait le croire,
un effet de leur pouvoir tampon; le méme résultat s’obtient en
les remplacant par du chlorure de sodium (concentration 0,49%,).

On peut de cette solution extraire le crésol-azur par 1’alcool
amylique et le purifier ensuite par la méthode habituelle. Le
crésol-azur ainsi obtenu et ses solutions ne se distinguent en
rien du crésol-azur préparé i P'aide de la tyrosinase.

Spectre d’absorption 1.

Nous avons étudié le spectre d’absorption du crésol-azur par
la méthode de Hartley-Baly & 1’aide du spectroscope Zeiss a
réseau. Le crésol-azur présente une forte absorption entre 6100
et 5300 A, avec un maximum vers 5880 A et un second maximum
plus faible vers 5550 A. La figure ci-dessous représente 'allure
de la courbe; la concentration correspond & environ 0,004 gr de
crésol-azur (produit préparé par 'action de la tyrosinase et
contenant environ 309, de matiéres minérales; voir p. 50).

APPENDICE

L’INDO-CRESOL ET LA CRESOL-RUBINE.

La synthése de ces corps a été effectuée a partir de I'ortho-
tolu-quinone de la méme maniére que celle du crésol-azur.
A 25 cm3 d’une solution de phloroglucine & 0,29%,, nous avons

' Spectre mesuré au Laboratoire de chimie théorique. J’exprime
ma vive gratitude a M. le professeur E. Briner, qui a trés aimablement
mis les instruments nécessaires 4 ma disposition. Je remercie aussi
sincérement M. le Dr B. Susz de 'aide qu’il a bien voulu m’accorder.
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ajouté 2 cm3 d’une solution éthérée de la quinone (& environ 19%,).
La solution prend bientdt la belle couleur jaune orange de la
crésol-rubine, aussi bien en présence qu’'en I’absence de sels
minéraux. _ ' '
Pour I'indo-crésol, nous avons employé 25 cm? d’une solution
saturée d’indol (environ 0,19%,). Le liquide se trouble trés rapide-
ment aprés 'addition de la solution d’ortho-tolu-quinone (2 cm?)
et devient opaque, presque noir. Puis peu & peu les cristaux
d’indocrésol formé se déposent au fond du récipient et le
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Spectre d’absorption du crésol-azur.

liquide s’éclaircit. Ces cristaux sont solubles en rouge dans le
chloroforme et I'éther et sont précipités de leur solution
chloroformique par I’éther de pétrole. Sous le microscope, les
cristaux d’indo-crésol présentent des formes caractéristiques;
ce sont de fines aiguilles arrangées en rosettes, en étoile ou en
barbes de plumes. L’indo-crésol est malheureusement trés
instable, aussi bien cristallisé qu’en solution, et au bout de
quelque temps la couleur de la solution est brunéatre.
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Il résulte de ces essais, ainsi que des expériences faites avee
la tyrosinase et la pseudo-p-eroxydase,f que la réaction de 'indo-
crésol est encore plus commode et plus stire que celle du crésol-
azur. Elle est plus rapide, puisque la condensation se produit
presque instantanément; elle est moins délicate aussi: la
présence ou l’absence de sels minéraux ou d’eau oxygénée,
Paération de la solution ne paraissent pas Uinfluencer autant
que celle du crésol-azur et, par exemple, & partir de la pseudo-
peroxydase, il est beaucoup plus facile d’obtenir de l’indo-
crésol que du crésol-azur. Enfin I'indo-crésol se préte bien aussi
a I'identification par le microscope.

Le présent travail a été effectué au Laboratoire de chimie
végétale de I’'Université de Genéve, sur la proposition et sous-la
haute direction de M. le professeur R. Chodat, & qui j’exprime
ici ma profonde reconnaissance pdur la bienveillance avec
laquelle 1l m’a accueilli dans son laboratoire et pour l'intérét
qu’il a porté & mes recherches. Mes vifs remerciements vont
aussi a M. le professeur F. Chodat et a M. le DT M. Minod, dont
les conseils et les encouragements m’ont été trés précieux.
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