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5. — Remarquons que toutes les formules précédentes font
varier les rayons dans les mémes rapports. Elles semblent done
satisfaisantes, tant qu’il s’agit de comparaisons d’étoiles entre
elles. Les résultats absolus, par contre, sont décevants et le
resteront tant qu’on ne sera pas mieux renseigné sur la sensibilité

spectrale des récepteurs utilisés,
Observatoire de Genéve.

Fernand Chodat et Miguel Junquera. — Réduction du bleu de
méthyléne par la levure (Endomyces) aux dépens de ses H,-
donateurs endocellulai. es.

On peut aborder I’étude de la déshydrogénation effectuée par
la levure ou d’autres cellules, de deux maniéres: analyse des
systémes «redox » en jeu ou examen des enzymes responsables
de ces réactions.

Il n’est cependant pas possible d’étudier séparément ces deux
parties du probléme.

Pluralité des réductases.

La levure respire et fermente; il est malaisé de la contraindre
a n’effectuer que I'une ou 'autre de ces fonctions, tant la vitesse
avec laquelle I'acte respiratoire peut succéder a I'acte fermen-
taire est grande. Beaucoup des déterminants qui président a
cette alternance des mécanismes biologiques libérateurs
d’énergie, nous sont inconnaus.

L’éventualité méme d’une simultanéité des deux procés n’est
pas exclue.

Si, pour simplifier, nous ne considérons que I'acte fermentaire,
nous constatons, parmi les nombreuses phases intermédiaires
qui séparent le sucre stable de I'alcool, deux ! stades au moins
caractérisés par des procés de déshydrogénation: la réduction
des hexoses-phosphates et celle du méthylglyoxal hydraté.

t Sans tenir compte des phénomeénes de translocation d’hydrogéne,
qui accompagnent la transformation de I’hexose labile en méthyl-
glyoxal.
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Le méme ferment déshydrogénant intervient-il dans ces deux
actes d’oxydation ?

La notion des co-ferments permet, dans une certaine mesure,
de répondre a cette question.

On sait, a la suite des travaux de Euler et Nilsson, que la
co-zymase active la réduction qui se passe au niveau du
méthylglyoxal (rédoxase des hydrates de carbone). Il semble,
en outre, que I'acide adénylpyrophosphorique (principe actif
de la co-zymase) active également la déshydrogénation des
hexoses-phosphates.

Les ferments réducteurs des deux stades mentionnés, sont
activés par un co-ferment, qui peut étre le méme pour les deux
enzymes.

Ces constatations sont en faveur du principe de I'identité des
deux réductases, mais ne suffisent cependant pas & la démons-
tration de ce principe.

Pluralité des H,-donateurs.

Comme la discrimination des états respiratoire et fermentaire
est difficile, nous devons tenir compte en face du fait expéri-
mental, des divers systémes «redox» que posséde la levure,
tant ceux qui participent aux actes fermentaires qu'aux actes
respiratoires.

Nous avons signalé les éthers phosphoriques du sucre et le
méthylglyoxal. Il convient d’ajouter a ces complexes oxydo-
réductibles ceux dont on connait et ceux dont on soupconne la
participation au proceés de la respiration, soient le cytochrome
et le glutation.

Bien que I'importance de ces divers systémes soit inégale, 1l
faut envisager une pluralité de H,-donateurs & I'intérieur de la
cellule considérée.

Pour résoudre ces problémes, 'on a surtout fait appel aux
méthodes directes de 'enzymologie: mesures in ¢ivo ou in vitro
des vitesses de réaction, usage de co-catalyseurs positifs et
négatifs, etc.

Il nous a semblé que l'étude physiologique de la levure
contribuerait, au titre de méthode indirecte, a la résolution de
ces questions.
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Partie expérimentale.

La souche du champignon employé, I'Endomyces Chodatt,
est cultivée dans du moit de raisin liquide, & la température de
25°, La réduction du bleu de méthyléne s’effectue suivant la
technique de Thunberg dans des tubes & vide sous une pression
d’air réduite & 3-4 mm de mercure. Les levures, séparées par
centrifugation du milieu ou elles ont végété, sont immeédiate-
ment soumises au triple lavage (eau distillée) qui doit les dé-
barasser des derniéres traces de substances appartenant au
liquide de culture. Les cellules sont alors dispersées dans la
solution tampon de Mellvaine, phosphate disodique + acide
citrique; des précautions spéciales sont prises pour obtenir un
nombre égal de cellules par unité de volume.

Dans nos expériences, chaque tube de Thunberg contient
le mélange suivant:

1 cm®de bleu de méthylene * m/1000,
3 cm?® de la solution tampon de pH choisi,

1 cm?® d’une suspension de levures, faite dans le méme liquide
tampon au méme pH.

L’activité déshydrogénante du champignon est évaluée en
notant la durée de la décoloration du bleu de méthyléne.
Pour effectuer cette mesure, on compare la teinte réalisée au
bout d’un temps donné dans le tube de Thunberg, aux teintes
d’une échelle colorimétrique préparée de la maniére suivante:

Solutions de bleu de méthyléne:

-

/

125.000

s |

No
10.000/15.000

m/

1
5000

2
7500

5
25.000

6
75.000

8 -
625.000

9
1.250.000

Le schéma de notre premier essai est le suivant:

J NOS
Mélange Age de la culture: 48 h.
1 i 2 l 3 pH: 7,4. Tempér.: 40°,
A = accepteur (bleu).
A € + 4+ F = ferment (levure).
F + - — D = donateur (succinate
D € — + de sodium & 0,59).

! Médicinal Merck; poids moléculaire: 373,46.
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Le tube 1 donne une réduction rapide correspondant aux
valeurs suivantes:

No de I’échelle 1 2 3 & 5 6 7 8
Atteint en mi- |
nutes . . . | 3| 7 | 11|15 | 23| 26| 30

On observe, dans le tube 2, ou I'on a supprimé le donateur,

une réduction compléte quoique moins rapide que celle du
tube 1.

No .
Minutes . .

~J b2

Le tube 3 ne manifeste aucune réduction aprés six heures et
atteste ainsi I'inactivité déshydrogénante des composants en
I’absence d’enzyme.

On constate que la levure réduit le bleu de méthyléne, méme
quand on ne lui offre pas de substance donateur d’H,. Cette
réduction nécessite cependant un apport d’H,, qui est fait aux
dépens d’une ou de substances contenues a l'intérieur de la
cellule. Ces principes oxydables par déshydrogénation seront
appelés donateurs internes pour les distinguer des donateurs
externes, c'est-a-dire ajoutés comme le succinate de sodium
au liquide d’expérience.

La nature de ces donateurs endocellulaires fera ’objet d'une
partie de ces études.

On sait que la réaction favorable aux actions déshydrogé-
nantes est alcaline; nous avons vérifié le fait dans nos condi-
tions d’expérience et pour le champignon utilisé: aux pH 4
et 6,4, aucune réduction n’a lieu, quel que soit I’dge de la levure.
Aux pH 7,4 et 8 la réaction a lieu; le temps nécessaire pour
atteindre le n° 8 de P’échelle est de 60 minutes au pH 6,4 et de
50 minutes au pH 8. .

L’inhibition par I'acidité peut &tre due & des causes mul-
tiples: I'action directe des ions H sur les enzymes sécrétées par
la cellule. En outre, il est possible qu'une question de perméa-

C. R. Soec. phys. Geneve, Vol. 50, 1933, ) 6
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bilité intervienne. L’un de nous (M. Junquera) a précisé dans
une note précédente le fait que la pénétration du bleu est quasi
nulle au pH 4 et faible au pH 6,4. En milieu acide, la quantité
de bleu qui passe & l'intérieur de la cellule étant plus faible,
la vitesse de réduction sera plus faible aussi. ‘

Il nous a paru encore utile d’examiner 'influence de 1’dge des
cellules sur leur pouvoir déshydrogénant. Aprés 48 heures de
culture a 25°, nous avons maintenu les flacons & basse tempéra-
ture pour une période de dix et vingt-cing jours.

No de I’¢chelle 1 2 3 4 5 6 7 8
Culture de:
2 jours . 7 15 | 30 | 38 | 50 | 59 | 63
10 » 2 ' 6 9 | 12 | 16 | 21 | 23
25 » 3 | s8]10 |13 | 22 26 | 31

L’activité maximale est présentée, dans ces conditions, par
une culture de dix jours.

Diverses interprétations peuvent expliquer cette fluctuation
du pouvoir réducteur du champignon en fonction de son age:

variation de la concentration du donateur interne,

variation de la force de ’enzyme,

variation de la perméabilité cellulaire qui controle la pénétra-
tion du bleu de méthylene,

variation de I'activité d’une co-réductase.

Adoptant, parmi ces suggestions, celle qui nous parait la plus
plausible, soit la variation de la quantité du dorateur endoce:-
lulaire, nous avons alors constitué I'expérience sulvante: les
levures d’une culture de vingt-cinq jours, sont lavées puis
dispersées dans une solution tampon de pH 7,4. Cette prépara-
tion est divisée en deux lots; I'activité déshydrogénante du
premier est évaluée immédiatement. Le second lot est abandonné
durant 48 heures & la température de 25°. Cette macération des
cellules dans un liquide non nutritif s’accompagne en régle
gépérale, d’un épuisement des substances de réserve accumulées
dans la cellule.
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Comparaison de Uactivité de la levure fraiche avec celle de
la levure épuisée.

No de I’échelle 1 2 3 ‘ A 5 6 7 8
|

Fraiche . . . g 8 | 10 | 13 | 22 | 26 | 31

Epuisée. . 6 |12 |23 | 33 | 45 | 50 | 55

Il semble donc qu’un principe actif de la déshydrogénation
a disparu de la levure au cours de ce début d’autolyse.

Il n’est pas encore possible de désigner le ou les principes qui
fonctionnent comme donateurs d’H, & P'intérieur de la cellule.
On est en droit de supposer que le glutation qui se trouve en
quantité abondante dans la levure, peut remplir cet office de
donateur.

On a, d’autre part, décrit dans les graines riches en réserves
amylacées des hexose-diphosphates qui fonctionnent comme
donateurs d’hydrogéne. Kodama a récemment isolé & partir
du muscle un hexose-monophosphate (biozucker) qui joue le
role de H,-donateur. A ces systémes plus ou moins bien connus,
il faudrait ajouter celui du tréhalose, sucre qui donne comme
on le sait, un éther mono-phosphorique.

Nous avons encore cherché laction que pourrait exercer
I'acide «-monobromacétique sur le phénoméne de déshydro-
génation. En ajoutant de l'acide «-monobromacétique de
maniére a ce que la concentration de ce dernier soit de m/5000
dans le systéme sus-décrit (levure, bleu de méthylene, pH 7,4),
on constate un léger retard. A la concentration de m/500, la
durée de réduction est & peu prés doublée. On connait I'action
inhibitrice spécifique de ces acides « halogénés sur la fermenta-
tion alcoolique. Les concentrations d’acide halogéné nécessaires
a linactivation totale de la fermentation alcoolique, sont
toutefois beaucoup plus faibles que les concentrations que nous
avons employées. L’effet pratiquement nul de I'acide « mono-
bromacétique sur la réduction du bleu de méthyléne aux dépens
des donateurs endocellulaires de la levure, constitue un argu-
ment de plus en faveur de la théorie, qui place 'enzyme déshy-
drogénante en dehors du complexe enzymatique de la fermen-

tation alcoolique.
Institut de botanique de U’ Université de Genéye.
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