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GRAPHIQUE Ne° 17
Evolution du pH en fonction du temps.

Axe des abscisses: temps de culture en jours.
Axe des ordonnées : pH.

Les résultats que nous avons obtenus nous permettent
de constater que la vitamine B; n’a pas d’influence appré-
ciable sur I’évolution du pH.

En résumé, les milieux de culture n’étant pas tamponnés,
le pH s’abaisse normalement a mesure que se forme 'acidité,
ceci aussi bien en présence qu’en absence de vitamine B,.

METABOLISME ENDOGENE

Il serait avantageux de pouvoir séparer les uns des autres
les phénomenes physiologiques si complexes d’un organisme
afin de pouvoir les étudier individuellement ainsi que le ferait
un chimiste qui suit pas a pas I'évolution de ses réactions.
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Ce n’est malheureusement pas possible ; les phénomeénes de
la vie sont trop intimément liés pour qu’on puisse les dissé-
quer de cette fagon.

Cependant, pour faciliter ’étude du métabolisme endo-
gene de la levure, nous sommes obligés de diviser ce phéno-
mene en ses trois actes principaux : le métabolisme des lipides,
des protides, des glucides et de les envisager chacun sépa-
rément.

1. Métabolisme des lipides

Nous commencerons I'étude du métabolisme des lipides
en déterminant les teneurs en lipides des levures au cours
du développement des cultures.

Les extractions de lipides, effectuées a partir de levures
de différents ages*, cultivées en présence et en absence de
vitamines B;, nous ont fourni les résultats suivants que nous
consignons dans le tableau et le graphique ci-dessous :

Lipides 9, de levures séchées
Age des
cultures
en jours Cultures sans B, Cultures avec 10-6 M B,
2 . 6,98
3 7,15 —
4 7,09 7,59
5 7,46
7 7,71 5,73
9 6,92 4,49
11 6,71 5,81
13 7,01 —
30 7,32 7,90

* L’expression «ige des levures» est une simplification commode.
Rappelons qu’il s’agit ici d’échantillons de levures prélevées a des époques
successives dans le milieu de culture. Chaque échantillon comporte en
conséquence des levures anciennes et des levures jeunes.
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GRAPHIQUE No 18

Teneurs en lipides de la levure en fonction du temps.
Axe des abscisses : temps de culture en jours.
Axe des ordonnées : mg lipides formées p. 100 mg de levure.

Quoique différentes, les deux courbes du graphique ci-
dessus présentent une certaine similitude d’allure. On peut
en effet, envisager pour chacune, trois périodes tres nette-
ment marquées : premicrement, une légere augmentation,
deuxiemement, une diminution plus ou moins forte, puis
troisicmement, une nouvelle augmentation. Comparative-
ment a la culture de levures saines, la culture de levures
hypovitaminées présente un retard de 3 jours environ dans
I’apparition de ces phases successives.

Ces deux faits, similitude et retard étant mis en évidence,
comparons maintenant les deux courbes au point de wvue
quantitatif. Dans ce but, nous diviserons le phénomene en
ses trois phases principales.
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Premiere phase :

Il se produit pendant cette phase une augmentation des
teneurs en lipides. Les maxima sont: 7,69, pour la culture
avec vitamine et 7,79, pour la culture sans vitamine. La dif-
férence entre ces deux teneurs est faible.

Deuxieme phase :

Dans les deux cas, les teneurs en lipides diminuent jus-
qu’a ce qu’elles atteignent des minima. Pour la levure saine,
ce minimum se produit apres 5 jours, il est de 4,509,. Pour
la levure hypovitaminée, il se produit apres 4 jours et est
de 6,709%,.

Pendant cette période de la culture la levure saine con-
tient deux fois moins de lipides que la levure malade.

L’hypovitaminose provoque donc & ce moment un engrais-
sement des levures.

Troisicme phase :

Cette dernicre phase marque une nouvelle augmentation
des teneurs en lipides des levures ; elles contiennent au tren-
tieme jour 8,09, pour la levure saine et 7,839, pour la levure
hypovitaminée.

Cette augmentation est forte pour la culture de levures
disposant de vitamine B,. En effet, sa teneur en lipide est
presque doublée par rapport & son minimum. Au contraire,
la levure hypovitaminée présente une faible augmentation.

Les différences observées au cours de ces trois phases
successives nous montrent que la vitamine B; a une influence
sur I'évolution des lipides au cours du développement des
cultures.

Cette influence se marque-t-elle également sur la quan-
tité des lipides contenus dans les levures ?

Nous avons calculé les teneurs moyennes entre 2 et 30
jours en déterminant les surfaces comprises entre I'axe des
jours et les courbes et en divisant par le nombre de jours.
Nos résultats sont : 7,29, pour la levure hypovitaminée et
6,79% pour la levure saine.
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En résumé, on peut dire que la présence de vitamine B,
provoque une intensification des différentes phases qui se
produisent au cours de I'évolution des teneurs en lipides
pendant le développement des cultures. De plus, I'aneurine
provoque une légere diminution du taux en lipide des levures.

Apres avoir vu comment évoluent les teneurs en lipides
en fonction de I'age des levures, abordons maintenant 1’étude
des relations de ces teneurs avec les variations de la compo-
sition du milieu de culture. Dans ce dernier, les éléments
considérés seront le glucose et 'acidité formée.

Nous avons constaté précédemment que la disparition
du glucose offert est lié (859,) a la fermentation alcoolique.
En conséquence, les relations que nous établissons entre les
lipides cellulaires et le glucose du milien exprimeront assez
exactement les rapports entre la fermentation et I'engrais-
sement des levures.

En méme temps que les déterminations des lipides, nous
avons dosé le glucose consommé. Voici nos résultats :

I Levure sans vitamine B, Levure avec vitamine B,
Age des
cultures | (lucose con- | Lipides formés | Glucose con- | Lipides formés
en jours | sommé 9, de | 9, de levures | sommé 9, de | 9 de levures
glucose offert séchées glucose offert séchées
2 e —c 9,91 6,98
s 5,4 7,15 - =
4 6,13 7,09 23,4 7,50
5 7,71 7,46 —
7 18,7 7,71 64,2 5,73
9 84,8 6,92 86,9 4,49
11 — 6,71 97,9 5,81
13 87,9 7,01 -
30 95,8 7,32 98,2 7,90
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Afin de pouvoir mieux comparer ces deux phénomenes,
nous avons dessiné le graphique suivant :
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GRAPHIQUE N° 19

Rapport entre la consommation du glucose ct la formation des lipides.
Axe des abscisses : temps de culture en jours.

Axe des ordonnées : droite : mg lipides formés p. 100 mg de levure.
gauche : glucose consommé p. cent du glucose offert.

D’apres ce graphique, nous voyons que la phase de la
fermentation (forte consommation du glucose) correspond
dans les deux cas & la phase de diminution des lipides. Des
que la fermentation cesse, les tencurs en lipides des levures
augmentent.

Pour rendre ce fait d’une facon plus ¢vidente, nous avons
établi le graphique suivant qui exprime les teneurs en lipides
en fonction de la consommation du glucose, ¢’est-a-dire en
fonction de la fermentation.

6
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GRAPHIQUE N°o 20

Teneurs de la levure en lipides en fonction du glucose consommé.
Axe des abscisses : glucose consommé p. cent du glucose offert.
Axe des ordonnées : mg lipides formées p. 100 mg de levure.

L’examen de ce graphique démontre clairement que les
deux phénomenes, en présence et en absence de vitamine B,,
se présentent de la méme facon quant a leur évolution. Dans
les deux cas, on constate les trois phases suivantes : une aug-
mentation puis une diminution suivie d’une nouvelle aug-
mentation des teneurs en lipides. Ces différentes phases sont
intensifi¢es par la présence de vitamine B,.

Le début et la fin de la fermentation coincident avec des
augmentations des teneurs en lipides.

La fermentation qui consomme la presque totalité du
glucose offert (des 209, aux 909%,), entraine une diminution
des lipides des levures.

Le second ¢élément du milieu de culture dont les varia-
tions sont comparées a celles des teneurs en lipides des levures
est P'acidité formée. Dans ce but, nous avons dosé dans les
liquides de culture I'acidité formée en méme temps que nous
avons extrait les lipides des levures. Ces dosages nous ont
donné les résultats suivants :
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Acidité totale en cc NaOH 1,0-n °/,,
Age des
cultures
€n jours Cultures sans B, Cultures avec B,
2 - 10,5
3 7,50 —
4 7,55 14,0
5 13,0 —
7 16,0 23,0
9 29,0 28,0
11 26,5 14,5
13 35,0
30 25,0 19,0

79

Pour discuter ces rapports, nous nous servons du gra-
phique suivant. Nous avons choisi le cas de la culture de

levures disposant de vitamine B; car le phénomene y est
plus nettement marqué.
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GRAPHIQUE No 21

Rapport entre l'acidité totale et les lipides formés: culture avec

vitamine B,.

Axe des abscisses : temps de culture en jours.
Axe des ordonnées : droite : acidité formée en cc NaOH 1,0-n p.1000 cc.
gauche : mg lipides formés p. 100 mg de levure.
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Ce graphique nous montre en effet que l'acidité formée
est en rapport assez étroit avec les teneurs en lipides des
levures. Lorsque l'acidité formée croit, la teneur en lipides
diminue et inversement.

Ce fait nous a amené a comparer la formation des lipides
avee celle de I'acide acétique ; constituant principal de Paci-
dit¢ totale du milieu. Voici le graphique que nous avons
obtenu :
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GRAPHIQUE No 22
Rapport entre ’acide acétique et les lipides formés.
Axe des abscisses : temps de culture en jours.
Axe des ordonnées : droite : mg lipides formés p. 100 mg de levure,
gauche : acide acétique formé en cec NaOH 1,0-n
p. 1000 cc.

En examinant ce graphique, on constate que la teneur
des lipides diminue tant que l'acide acétique augmente. Le
maximum aticint par la teneur en acide acétique du milieu
coinecide avee le minimum des lipides formés. Dans les deux
cas, nous envisageons le méme phénomene quoique plus
prononcé¢ dans la culture de levures saines.
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Tout se passe, a partir du maximum d’acidité comme si
Pacide acétique contribuait a 1’élaboration des lipides de la
levure. On pourrait en effet supposer, puisque 'acide acétique
commence a disparaitre seulement lorsque le glucose offert
est épuisé, qu’il constitue une seconde source de carbone pour
I’élaboration des lipides.

Etudions pour terminer les rapports existant entre les
teneurs en lipides et celles en glucides et protides des levures.
Notons toutefois que cette étude présente quelque incerti-
tude car, nous n’avons pas déterminé expérimentalement
les teneurs en glucides, nous les avons calculées en déduisant
de 100 (poids de la levure) la somme : lipides + protides 4
cendres (59%,).

Au cours d’un prochain chapitre, dans lequel nous étudie-
rons le métabolisme des protides, nous verrons que les teneurs
en protides se révelent approximativement constantes pen-
dant toute la durée de la culture. En conséquence, les teneurs
en glucides calculées, seront directement influencées par les
teneurs en lipides. Cette derniere constatation permettrait
de croire que pendant la phase active de la fermentation, les
glucides s’accumuleraient « relativement » dans le corps cel-
lulaire aux dépens des lipides. La fermentation achevée, il
y aurait renversement de ce rapport et ainsi, les glucides se
transformeraient en lipides. On peut également noter
que lapport de vitamine B, intensifie les phases de ce
phénomene.

Pour résumer les résultats que nous avons obtenus au
cours de cette étude du métabolisme des lipides des levures,
nous pouvons dire que ’hypovitaminose détermine un léger
engraissement des levures, mais que 'action de la vitamine
se marque principalement par une intensification des diffé-
rentes phases des phénomenes qui se passent au cours de
I’évolution des lipides.
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2. Analyse des lipides extraits

Les expériences que nous avons déerites ont montré que
la vitamine B; a une influence nette sur la teneur en lipides.
Dans le but de savoir si I'aneurine exerce une action non
seulement sur la quantité¢ mais aussi sur la qualité des lipides
formés, nous les avons analysés sommairement. Le dosage
porte sur leurs principaux constituants: les acides gras,
Iinsaponifiable, 1'hydrosoluble.

Les lipides extraits des divers échantillons de levures
d’ages différents ont été recueillis et mélangés afin d’en obte-
nir une quantité suffisante pour effectuer I'analyse.

Voici les résultats :

1. — Levure cultivée en absence de vitamine B, :

417,8 mg de lipides ont donné 329,8 mg d’acides gras,
69,3 mg d’insaponifiable et 18,0 mg d’hydrosoluble.

2. — Levure cultivée en présence de vitamine B; :

320,9 mg de lipides ont donné 249,8 mg d’acides gras,
58,3 mg d’insaponifiable et 12,8 mg d’hydrosoluble.

Ces analyses nous ont permis de calculer la composition
centésimale des lipides.

Cultures sans B, | Cultures avec B,

Acide gras 78,9 7.8
Insaponifiable 16,6 18,2
Hydrosoluble 4,3 4,0

Les valeurs consignées dans le tableau ci-dessus montrent
que la composition des lipides des levures cultivées en pré-
sence et en absence de vitamine B, est presque identique.
Les teneurs en acides gras, insaponifiable et hydrosoluble
sont & peu de choses prés les mémes. Nous constatons ici,
comme dans d’autres cas, que les acides gras tiennent la
plus grande place dans la composition des lipides.
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La proportion des composants est la méme dans les
lipides de la levure saine et hypovitaminée ; par contre, nous
enregistrons des différences qualitatives entre ces compo-
sants. Nous avons calculé les poids moléculaires moyens des
acides gras. Connaissant le poids et le titre de ces acides, et
en supposant qu’il y ait un seul acide, nous avons obtenu
les valeurs suivantes : 276 pour la levure hypovitaminée et
287 pour la levure saine. Ces poids moléculaires moyens sont
voisins, de sorte que la composition des acides correspondant
doit étre assez semblable. Les dosages d’ergostérol a partir
de P'insaponifiable ont fourni les résultats inattendus que
nous consignons dans le tableau et le graphique suivants :

Ergostérol Cultures sans B, | Cultures avec B,
9, de I'insaponifiable 6,67 12,0
9% des lipides 1,60 3,74

87
[ avec B4
‘ sans B4

GRAPHIQUE Ne¢ 23
Dessin de droite : ergostérol p. cent de D'insaponifiable.
Dessin de gauche : insaponifiable p. cent des lipides.

C’est donc dans la teneur en ergostérol que se différen-
cient les lipides des deux levures. En effet, la teneur en ergos-
térol de la levure saine est presque le double de celle de la
levure hypovitamindée,

En résumé, la vitamine B; ne semble avoir aucune influence
sur les proportions des acides gras, de I'insaponifiable et de
Ihydrosoluble de ces lipides. Par contre, elle provoque une
élévation considérable de la teneur en ergostérol.
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3. Métabolisme protidique

Dans les chapitres précédents, nous avons examiné le méta-
bolisme lipidique ; nous allons poursuivre notre étude, en
examinant au cours de ce chapitre, 'influence de la vitamine
B, sur le métabolisme protidique. Nous avons limité ces
recherches a des déterminations de la teneur en azote d’échan-
tillons de levures d’ages divers et cultivées en présence et
en absence de vitamine B,.

Soucieux de vérifier 'exactitude des résultats obtenus,
nous avons utilis¢ deux méthodes de dosages tres différentes.
En effet, la teneur en azote de la Mycolevure de Duclaux
cultivée dans notre milicu synthétique peut étre déterminée
de deux facons. Premicrement, d’une facon directe par la
méthode de Kjeldahl, en attaquant la levure par H,S50, et
en dosant I'azote ammoniacal formé.

Deuxiemement, d’une facon indirecte en déterminant
Iazote ammoniacal consommé, puisque ¢’est la seule source
d’azote assimilable par la levure, et le poids see, on peut
ainsi calculer le pourcentage d’azote présent dans la levure. Ces
deux méthodes ont fourni des résultats que nous exposerons
séparément.

I. — Dosage direct.

Nous résumons les résultats que nous avons obtenus dans
le tableau et le graphique suivants:

Teneurs en azote 9,
Age des
cultures
en jours Cultures sans B, Cultures avec B,
2 — 8,32
3 8,58 -
4 8,52 8,32
5 8,5( —_
7 8,73 7,72
9 8,77 8,40
11 8,44 8,13
13 7,74 —
30 8,77 8,11
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GRAPHIQUE N© 24
Teneurs en azote de la levure en fonction du temps.
Axe des abscisses : temps de culture en jours.
Axe des ordonnées : mg azote p. cent mg de levure.

Les valeurs du tableau ainsi que le graphique ci-dessus
montrent que la teneur en protides est plus élevée chez la
levure hypovitaminée que chez la levure saine pendant
toute la durée de la culture. Par le graphique nous voyons
que les deux métabolismes présentent une grande similitude
dans leur évolution. Il nous manque toutefois, les données
suffisantes pour affirmer que la fin de la courbe avec vita-
mine B, est parallele a celle sans vitamine B,. Pourtant, le
parallélisme observé dans le début des deux courbes nous
permet de tenir pour probable I'évolution parallele finale
des deux courbes. En effet, dans les deux cas, on observe une
augmentation puis une diminution suivie d’une nouvelle
augmentation. Dans cette évolution on constate a nouveau
un retard de deux jours de la levure hypovitaminée par rap-
port a la levure saine. Par conséquent, la vitamine B, a une
influence nette sur le métabolisme des protides. Cette influence
ne se marque pas par une différence dans I'évolution du
phénomene mais par une diminution des teneurs en protides.
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II. — Dosage indirect

A T'aide de cette méthode, nous avons obtenu les résultats
suivants :

Teneur en azote 9
Age des
cultures
en jours Cultures sans B, Cultures avec B,
1 11,6 10,57
2 — 10,17
3 9,55 9,54
-4 10,0 9,88
5 9,75 9,60
6 9,70 9,92
7 10,0 9,58
9 9,40 9,69
11 9,90 9,89
13 9,10 9,71
20 9,80 10,01
30 9,80 9,50

Afin d’exposer ces résultats d’une fagon plus suggestive,
nous avons é¢tabli un graphique représentant l'azote con-
sommé en fonction du poids sec de la levure.
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GRAPHIQUE Ne°_25
Consommation de I'azote ammoniacal en fonction du poids sec.
Axe des abscisses : poids sec mg /50 cc.
Axe des ordonnées : azote ammoniacal consommé mg p. 50 ce.
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Il ressort clairement de ce graphique que la consomma-
tion de 'azote par la levure est constante. De plus, clle est
la méme pour les deux levures cultivées en présence et en
absence de vitamine B;. Si tout 'azote consommé reste dans
le corps cellulaire, la teneur moyenne en azote pour les deux
levures est constante et égale a 9,72 p. cent.

Comparons maintenant les résultats obtenus par les deux
méthodes de dosages mentionnées ci-dessus. Ces résultats
sont évidemment différents. En effet, d’apres la méthode
directe, les teneurs en azote étaient non seulement variables
selon 'dge de la culture, mais encore y avait-il un écart
quantitatif entre les deux levures.

D’apres les résultats de la méthode indirecte, ces remar-
ques tombent, les valeurs sont constantes, indépendantes
de lage et de la vitamine B,. Notons également, que les
valeurs obtenues par la méthode indirecte sont considéra-
blement plus élevées que celles obtenues par la méthode
directe. Il existe, en effet, entre ces valeurs une différence
de I'ordre de grandeur de 209, environ par rapport aux résul-
tats des dosages indirects. D’ou proviennent ces écarts ?
Plusieurs causes peuvent étre invoquées :

1. — L’azote ammoniacal consommé formerait non seule-
ment des protides, mais encore d’autres substances (parties
intégrantes de la levure) qui ne peuvent étre dosées par la
méthode de Kjeldahl. Toutefois, la quantité de ces substances
qui peuvent se former serait tres inférieure aux écarts observés
entre les dosages. Cette possibilité est done a écarter.

2. — Tout I’'azote ammoniacal disparu du milieu de culture
(dosage indirect) et consommé par la levure, ne demeure pas
intégralement dans le corps cellulaire. En d’autres termes,
le dosage indirect mesure I'azote qui a été consommé par la
levure, tandis que le dosage direct détermine l'azote qu’elle
a retenu. On ne s’étonnera plus des lors, que les chiffres de
la méthode indirecte accusent des valeurs supérieures a celles
de la méthode directe (209, environ) écart qui dépasse de
beaucoup l'erreur par défaut reconnue par divers auteurs a
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la méthode de Kjeldahl. Dans ce cas, nous pouvons dire
qu'une partie de l'azote ammoniacal consommé repasse
dans le milieu de culture sous une forme non décelable
par la méthode indirecte, c’est-d-dire non ammoniacale.
Notons aussi que ces substances ne peuvent étre ni nitreuses,
ni nitriques, ni de I'hydroxylamine, car des dosages précédents
ont montré qu’il ne se forme ni azote nitrique, ni azote nitreux,
ni hydroxylamine. Cette explication est la seule qui soit compa-
tible avec la précision des méthodes de dosages adoptées.
Par ailleurs, cette observation n’est pas nouvelle puisque
plusieurs auteurs ’ont déja mentionnée (PasTEUR, HAYDRUCK,
PriNngsuem, Lampirt, NIELSEN et HARTELIUS).

En conclusion, nous arrivons au fait nouveau et inattendu
que la vitamine B; exerce une action excitante sur le pro-
cessus d’excrétion de I'azote. En effet, puisque la consomma-
tion de l'azote est identique chez les deux levures (dosage
indirect) et que, d’autre part, la rétention est différente
(dosage direct), la quantité d’azote qui repasse dans le milicu
de culture est done plus grande dans le cas de la levure saine.

Afin de pouvoir déterminer 'azote excrété, nous avons
calculé les teneurs moyennes en azote des deux levures selon
la méthode directe en mesurant les surfaces comprises entre
les courbes et 'axe des jours et en divisant ces valeurs par
le nombre de jours. Ces moyennes pour les deux méthodes
de dosage sont donc les suivantes :

Cultures sans B, | Cultures avec B,

Méthode indirecte 9,72 p. cent. 9,72 p. cent.
Méthode directe 8,39 p. cent. 7,90 p. cent.

Ensuite de ce que nous avons exposé précédemment, les
différences entre les valeurs obtenues par la méthode indi-
recte et par la méthode directe, représentent les quantités
d’azote excrété.
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Dans le tableau suivant, nous avons calculé cette exeré-
tion par rapport a I'azote consommé et par rapport a 'azote
retenu.

Cultures sans B, | Cultures avec B,

Azote excrété p. cent. de levures 1,33 1,82
Azote exerété p. cent. d’azote consommé 13,7 18,8
Azote excrété p. cent. d’azote retenu 15,8 23,0

Ces chiffres montrent d’une facon trés nette 'action
exercée par la vitamine B, sur ce processus d’exerétion.

En résumé, nous pouvons dire que la vitamine B, n’a pas
d’influence sur la consommation de l'azote. Par contre, le
manque de vitamine B; entraine une accumulation de pro-
tides qui semble étre due & une inhibition de I’exerétion de
I’'azote. Nous constatons de ce fait, que la vitamine B, est
nécessaire pour maintenir ’équilibre du métabolisme azoté.

DISCUSSION

1. Schéma de la fermentation alcoolique

L’état actuel de nos connaissances sur le méeanisme de la
fermentation alcoolique est avancé. Les étapes intermé-
diaires décelées entre le produit initial, le glucose, et le pro-
duit final, I’alcool, sont au nombre de douze.
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