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INTRODUCTION
Une cellule quelconque, placée dans un milieu nutritif, ne peut continuer à vivre si elle n’assimile, soit directera1ent, soit indirectement après une dégradation plus ou moins avancée, les substances minérales et organiques qui lui sont nécessaires.
La membrane cellulaire et le protoplasme doivent donc être perméables à ces substances.
D'autre part, certains produits nuisibles, résultant du métabolisme cellulaire, peuvent diffuser au dehors, alors que d’autres substances solubles, au contraire, peuvent s’accumuler à l’intérieur de la cellule et y rester tant que celle-ci conserve son intégrité.
C’est un fait également bien connu que les substances minérales ou organiques se répartissent de façon irrégulière entre les cellules et le milieu environnant. Il suffit d'indiquer la répartition inégale de K, Na, Cl et P,0; entre le sérum et les globules sanguins (HÔBER). De même, comme l’a montré WoDEHOUSE (1917), la concentration de K dans Valonia est plus grande que dans l’eau de mer, tandis que la répartition de Mg est inverse.
Il ne s’agit donc pas d’une simple diffusion à travers la membrane cellulaire ; nous sommes en présence d’un phénomène beaucoup plus complexe, pour lequel il faut admettre l’action d’autres facteurs pour régler les quantités assimilées et la rapidité de la pénétration.
La perméabilité cellulaire a fait l’objet d’un nombre considérable de recherches.
Bien que ce problème soit pour les biologistes d’une importance primordiale, les premières expériences précises ne datent guère que
d’une quarantaine d’années avec les travaux de DE VRIES (1871. 1888, 1889), de JANSsE (1887) et de KLEBs (1887).
Sans entrer dans les détails, pour lesquels je renvoie le lecteur à la revue du physiologiste allemand R. HôBER (1930), je voudrais indiquer ici en quelques mots les théories principales résultant des travaux entrepris.
ire THÉORIE DE LA LIPOSOLUBILITÉ.
Contenue en principe dans les travaux de L’HERMITE (1855). ébauchée par NERNTS (1890-01), elle fut formulée par OVERTON (1899-1902). Après avoir étudié la pénétration d’un très grand nombre de substances dans les cellules animales et végétales, avec diverses méthodes, il admet que les couches périphériques du protoplasme sont entourées d’une couche de lipoïdes et que la pénétration d'une substance est fonction de sa solubilité dans ceux-ci. ou vlus exactement de son coefficient de partage entre l’eau et les lipoïdes.
En d’autres termes, les corps liposolubles pénètrent facilement dans la cellule, les autres ne pénètrent pas ; le degré de solubilite conditionne la vitesse de passage.
THÉORIE DE L’ABSORPTION
Après avoir montré qu'il n’y a pas toujours parallélisme entre la vitesse de pénétration d’une substance dans la cellule et sa solubilité dans les lipoïdes, TRAUBE (1910-1911) fait intervenir la notion d'activité de surface et propose la théorie de la « pression de fixation » (Haftdruck).
Le théorème de G1BBs-THOMSON nous apprend que plus une substance est tensio-active, plus elle s’accumule à la surface de séparation solvant-milieu externe, et par suite moins elle est retenue à l'intérieur du solvant : sa « pression de fixation » (Hcftdruck) est done plus faible.
TRAUBE en déduit de la manière suivante sa théorie de la perméabilité :
À la limite de séparation protoplasme-solution. les substances s'accumulent d’après leur pression de fixation, celles à pression faible atteignant la concentration la plus élevée et inversement. Il en résulte que les substances à pression de fixation peu élevée. plus concentrée à la surface. ont plus de facilité que les autres pour pénétrer à l'intérieur de la cellule.
i(CZAPEK (1913), à la suite de ses travaux sur l'exosmose du tanin hors des cellules du mésophylle d'Echeveria, arrive à des résultats du même ordre. [Il montre que l’exosmose se produit pour des solutions isocapillaires, quelle que soit la nature chimique du corps, quand la tension superficielle est abaissée au taux de 68 p. 100 de celle de l'eau.
D'après cet auteur, il se forme à la surface protoplasmique, en
Mio
vertu du théorème de GIBBs-THOMSON, une émulsion de particules huileuses ; au contact d’une solution ce tensio-activité de 0.68 (en prenant celle de l'eau égale à l’unité), cette couche superficielle est altérée, et permet au contenu cellulaire de s'échapper.
THÉORIE DE LA MEMBRANE « TAMIS DE MOLÉCULES
Les cellules, d’après PrErrER (1873), se comportent à l’égard de beaucoup de substances comme si elles étaient entourées d’une memhrane hémiperméable.
TRAUBE, dans une théorie initiale, en explique le fonctionnement en disant que la membrane possède des pores assez grands pour permettre le passage de l’eau et assez petits pour arrêter les molécules dissoutes.
Mais on s’est rendu compte rapidement qu’une théorie aussi simple était bien loin de la vérité et qu’il était nécessaire de faire intervenir d’autres facteurs, tels que potentiel de membrane, tension superficielle, etc.
Les travaux dans cette voie ont été d’ailleurs effectués surtout avec des membranes artificielles dont il est difficile d'admettre l’analogie complète avec la membrane cellulaire vivante.
Cependant RUHLAND et HOFFMAN (1924), ont montré sur Beggitoa mirabilis que l’action plasmolysante de diverses substances est d'autant plus énergique que leur volume moléculaire est plus petit.
Telles sont, exposées brièvement, les trois théories fondamentales. Mais différents auteurs ont émis des hypothèses plus ou moins compliquées se rattachant à une ou plusieurs d’entre elles.
C’est qu’en effet, si chacune d’elles permet d'expliquer de façon satisfaisante un certain nombre de phénomènes, aucune ne suflit à elle seule pour expliquer la pénétration le l’ensemble des éléments indispensables à la vie.
C’est ainsi que la théorie lipoïdique, par exemple, ne permet pas d'expliquer le passage de substances dont l’importance est énorme l’eau. les sels minéraux, les sucres, ou même les amino-acides !
OVERTON, pour l’eau, avait prévu cette critique ; il avait tourné la difficulté en disant que la lécithine peut fonctionner comme lipoide hydrophile. Mais NATHANSON a montré que si la lécithine est mise à tremper dans l’eau elle devient imperméable aux lipoïdes, ce qui le conduit à émettre l’idée d’une membrane formée d’une mosaïque d'éléments : les uns de cholestérine, les autres de lécithine.
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De même les sucres, corps à grosses molécules qui ne sont ni: liposolubles, ni tensio-actifs, ne devraient pas pénétrer dans la cellule.
En réalité, alors que les expériences par diosmose montrent une pénétration nulle des sucres et des sels, les expériences par d’autres méthodes et notamment par voie chimique conduisent à des résultats inverses.
C'est ce qui amène HôgER à penser que le protoplasme posséderait un système de protection lui permettant de retenir les substances indispensables, et le protégeant de l’envahissement des substance: étrangères dont l’accumulation serait nuisible. Le fonctionnement de ce système de protection serait intermittent, ce qui permettrait à certains moments l'entrée d’aliments et la sortie de déchets.
En un mot, il y aurait lieu de distinguer, à côté d’une perméabilité purement physique, une perméabilité physiologique qui serait l'apanage du protoplasme vivant.
Bien que l'hypothèse d'HôBER me paraisse trop finaliste. il est certain qu’elle apporte une solution satisfaisante à un certain nombre de problèmes dont l’explication nous échappe. De toutes façons. il est logique de penser que la pénétration ne se fait pas suivant un mode unique, et que les divers modes : solubilité, absorption et passage à travers un crible plus ou moins compliqué peuvent coexister pour régler la perméabilité des cellules placées dans des milieux aussi complexes que ceux de la nature.
Parmi les substances susceptibles de pénétrer les unes sont des non-électrolytes, les autres des électrolytes.
Pour ces dernières, une question supplémentaire est à envisager : la forme sous laquelle ils pénètrent dans la cellule.
Nous savons, depuis la théorie d'ARRHENIUS, qu’un électrolvte en solution y existe sous deux états : état moléculaire et état 1onisé.
La pénétration des électrolytes se fait-elle aux dépens des molécules ou des ions, ou indifféremment de l’un et de l’autre ?
La question a suscité un nombre considérable ce travaux et n’est pas encore résolue. Certains auteurs demeurent partisans irréductibles da passage des ions (BROOKS, 1926, 1934), les autres, en plus grand nombre, partisans de la pénttration à peu près exclusive des molécules entières non dissociées (KELLER, 1023, 1933).
D'après la loi de DoNNAN, la charge électrique est la même de part et d’autre de la membrane. On n'a d’ailleurs jamais observé de différence, et on voit mal quelle source d'énergie pourrait lui donner
naissance. Le passage des électrolytes ne peut donc se faire que suivant les schémas suivants :
1) Echange d'ions de même signe entre la cellule et le milieu extérieur.
2) Passage à l’état moléculaire.
3) Enfin passage simultané dans le même sens d'ions de signes contraires.
La rapidité très grande de passage des électrolytes faibles par rapport à celle des électrolytes forts a conduit la plupart des auteurs à envisager une perméabilité de préférence aux molécules non dissociées.
Le travail qui suit a été entrepris dans le but d’apporter une modeste contribution à l’étude de ce problème.
Je me suis adressé aux acides organiques, corps peu dissociés, qui, dans une zone de pH restreinte, peuvent être complètement ionisés ou, au contraire, en majeure partie à l’état de molécules non dissociées.
Les travaux antérieurs ont été pour la plupart des études sur Ja toxicité de ces acides. Mais pour la netteté des conclusions, j'ai préféré, malgré les difficultés soulevées, utiliser la consommation comme test de leur pénétration.
J'ai choisi comme organismes les champignons inférieurs. dont les tendances acidophiles les rendent aptes plus que tous autres à cette étude.
J'ai étudié successivement, en fonction du pH et de la dissociation de ces acides, la consommation des acides oxalique, lactique et acétique, par l’Aspergillus n'ger (Van Thiegh.), l’Aspergillus repens (De Barry), le Penicillium glaucum (Link), le Cunninghamella echinulata (Thaxter).
Qu'il me soit permis d'exprimer ici ma respectueuse reconnaissance à Monsieur le Professeur LUTZ qui a bien voulu me faire l'honneur de m’accepter dans son laboratoire.
Ce travail a été effectué sous la direction de Monsieur le Professeur agrégé BACH, qui fut pendant quatre ans mon maître bienveillant à l’hôpital Tenon ; c’est pour moi un agréable devoir de le remercier des conseils et des encouragements qu’il n’a cessé de me prodiguer.
Que Monsieur le Professeur agrégé MASCRÉ, qui a bien voulu faire partie du jury de cette thèse, veuille bien trouver ici l'expression de ma profonde reconnaissance.
HISTORIQUE
Les acides organiques forment une série très vaste de composés que l’on rencontre constamment dans la nature. La plupart des plantes vertes en élaborent ; et il est bien connu que de nombreuses moisissures placées sur des milieux convenables, sont capables d’en fournir des quantités qui peuvent être considérables et susceptibles d’un emploi industriel.
Ces composés possèdent également une molécule capable de fournir aux divers organismes une source de carbone qu’ils peuvent utiliser.
L'étude sur les champignons est particulièrement intéressante : ce sont des organismes qui supportent des concentrations élevées en ions H, et qui, par leur tendance marquée à produire ces acides, semblent mieux organisés pour s’adapter à leur présence.
Mais l’étude rationnelle de la nutrition par ces composés était impossible tant que l’on n’a pas su cultiver les moisissures sur des milieux synthétiques de composition parfaitement définie. C'est a PASTEUR (1860), qui le premier, utilisa les milieux artificiels pour la culture des Levures et des Mucédinées, qu'il faut faire remonter cet historique.
Les méthodes, au début, sont encore bien imparfaites.
C’est ainsi que JopiN (1862), remplace dans ses milieux de culture le sucre par la glycérine, les acides tartrique, succinique, lactique. acétique, oxalique. Il obtient de belles cultures, mais il avait laissé pousser sur ces milieux tout ce qui voulait bien s’y développer, sans même en déterminer les espèces.
Si plus tard les méthodes se perfectionnent et si l'organisme eat étudié en culture pure, l’espèce n’en est pas toujours déterminée avec précision, et les auteurs se contentent de placer le champignon en présence de l’acide ou de son sel en quantité connue dans un milieu complexe contenant parfois d’autres acides, sans même déterminer Île plus souvent l'acidité finale.
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Ils trouvent, en général, que les acides sont bien assimilés ; mais on note de nombreux résultats contradictoires.
RauULIN (1869) montre que l’acide tartrique à la concentration de 1 à 83 pour 1000 est favorable au développement de lAspergillus niger. DucLAUx (1885) signale que les acides acétique et butyrique ont également une action favorisante.
Mais WEHMER (1892) trouve, en général, une influence néfaste des acides organiques sur la germination, et LESAGE (1896) la confirme avec l’acide acétique et le Penicillium glaucum.
Tandis que pour STU?ZER (1877), puis NAEGELI (1882) l'acide formique n’est utilisable par aucun champignon, DiaKoNow (1887) avec le Penicillium glaucum obtient un bon résultat avec le formiate de potassium comme seule source de carbone.
Duccar (1901), contrairement à l’opinion de WEHMER, estime que les acides organiques ont une influence excitatrice sur la germination du Penicillium glaucum et de l’Aspergillus niger.
Les acides utilisés par les auteurs furent nombreux : acides gras, acides lactique, malique, suceinique, oxalique.
Si dans les travaux, que j’ai cités pour ea montrer les contradictions, les champignons utilisés étaient le plus souvent l’Aspergillus niger et le Penicilliun glaucum, de nombreuses autres espèces ont été également mises en expérience
Les Levures de bière, par LAURENT (1889), BEIJERINK (1893), BokorNy (1896), ScHuKxow (1296), Kavyser et BOULANGER (1898) qui montrent l’action favorable de divers acides, SEIFURT en 1899 et MEISMER en 1901 qui trouvent une influence nuisible de l'acide tartrique ; par OTTo RIPKE (1910), qui étudie également le comportement de Mycoderma aceti, Monilia candida et Oidium lactis, dans un travail déjà plus précis, mais où il utilise un milieu complexe renfermant avec l’acide de la glycérine et de l’asparagine.
KRüGER (1894) avec Prototheca Zopjii et P. moriformis, obtient un beau développement sur un milieu au tartrate d’ammoniaque à la dose de 0 gr. 25 pour 1000.
Laporpe (1896) fait l’étude de l’Euriotropsis Gayoni, champignon qu’il découvre sur l’empois d’amidon.
BRUHNE emploie Hormodendron hordei ; WESr un Monilia : ARTARI le Sacharomyces Zopfii.
RaAviN en 1914 étudie, dans un important travail, la nutrition carbonée à l’aide des acides organiques chez les plantes supérieures, les Algues et les Champignons. Pour ces derniers il utilise comme sujet d'expérience le Penicillium glaucum qu’il fait pousser sur un
milieu de RAULIN privé de sucre et d’acide tartrique et additionné de l'acide organique en quantité telle que chacun représente la même acidité. [1 dose après culture l'acidité totale, les acides organiques libres et combinés, et l’ammoniaque, ce qui lui permet de tracer les courbes de consommation des acides et les courbes de rendement.
Les acides employés sont les acides succinique, malique, citrique, tartrique et oxalique, dont il classe la valeur nutritive dans l’ordre cité.
Il constate qu'avec les acides bibasiques le sel acide est encore un aliment, tandis que les sels neutres de tous les acides sont inutilisés ; mais ses conclusions manquent de netteté, et pour lui, toxicité et valeur alimentaire sont deux phénomènes inverses.
CoupiN, en 1927-1928, dans une série de notes sur la nutrition carbonée de Penicillium glaucum et de Rhizopus nigricans, s'attache surtout à trouver un substrat favorable, sans se préoccuper de l'acidité du milieu. Il aboutit à cette conclusion étonnante que seuls dans la série grasse les acides malique et butyrique sont capables de fournir au P. glaucum, une source de carbone acceptable.
La question s’est éclairée d’un jour nouveau avec le travail de Bac (1925), sur l’Aspergillus repens, qu’il cultive sur des milieux contenant 5 p. 100 de saccharose et le sel ammoniacal de différents acides en proportions variables. L’acidité réelle est déterminée avec précision au moyen de la notation pH. L'application des formules de MICHAELIS permet à l’auteur de connaître, en fonction du pH. la concentration du milieu en acide non dissocié.
L'arrêt de la culture se produit à des pH de plus en plus élevés à mesure que croît la concentration totale en acide. BacH montre qu’à ces différents pH la quantité d’acide non dissocié contenue dans le milieu est sensiblement constante.
Cette dose infertilisante d’acide à l’état moléculaire est comprise entre 0,015 M et 0.027 M par litre pour l'acide acétique. Pour l'acide formique elle se place aux environs de 0,015 M par litre ; pour l'acide propionique entre 0,013 et 0,014 M. L’acide butyrique est sensiblement plus toxique, puisque la dose infertilisante est aux environs
de 0,005 M.
Devant des résultats aussi nets, BACH conclut à la toxicité exclusive des molécules non dissociées.
Toutefois l’expérimentation avec l’acide oxalique lui donne des résultats un peu différents, et l’amène à conclure à la toxicité de l'ion oxalate acide, sans pouvoir présumer de l’action de la molécule entière.
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Ce qui fait pour nous l'intérêt de ce travail, c’est qu’il montre qu’un même acide peut se comporter à différents pH de façon bien différente. Mais si l’auteur a montré avec précision les conditions de toxicité des acides et s’il a pu la chiffrer, il n’a étudié leur consommation que par un moyen détourné et imprécis : la détermination du pouvoir tampon avant et après culture.
S'inspirant des travaux de BACH, SAKAMURA en 1927. dans une note publiée au Japon, étudie systématiquement en fonction du pH, la consommation de l’acide oxalique par l’Aspergillus niger.
En cultivant le champignon sur un milieu contenant une constante minérale et l’acide à la concentration N/8, en présence de NO;NH, comme source d’azote, il constate que, même lorsque tout le glucose est consommé, l’Aspergillus niger ne peut plus assimiler l'acide oxalique si le pH est supérieur à 3,5 - 3.6. En calculant, comme l’avait fait BACH, la concentration de l'acide sous forme moléculaire en fonction du pH, il s'aperçoit que précisément à ces pH 3,5 - 3,6, l’acide à cet état disparaît pratiquement de la solution.
Il conclut en ces termes (loc. cit., p. 260)
« On peut conclure de ces expériences que l’Aspergillus niger ne peut consommer l'acide oxalique qu'à l’état moléculaire, et que l’âge du mycélium et la quantité de sucre dans le milieu de culture ne jouent aucun rôle important. [l est évidemment difhcile de généraliser la conclusion tirée des expériences sur la consommation de l’acide oxalique par l’Aspergillus niger, à d’autres acides et à d’autres champignons. Il est très probable que cette relation entre la consommation et l’état de dissociation d’un acide organique peut être différente selon le champignon et selon l’acide. Les champignons acidophiles, comme l’Aspergillus niger, se sont peut-être adaptés de la façon la meilleure dans la nature, à consommer les molécules libres d’acide oxalique, tandis que les champignons peu acidophiles au contraire peuvent être en état de consommer celui-ci à l’état d’ions ».
La question ainsi posée par SAKAMURA change l'orientation du problème.
Les études antérieures ont surtout porté sur la valeur comparée, comme aliment, de différents acides sur différentes sortes de champignons, en faisant intervenir surtout la structure moléculaire de l'acide. Les auteurs indiquaient bien pour la plupart si les acides étaient donnés sous forme d’acides libres ou de sels, mais sans tenir compte de leur état constamment variable dû aux changements de pH au cours de la croissance du mycélium.
Les travaux de BACH et de SAKAMURA mettent en valeur un
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facteur plus important encore que la structure moléculaire : le pH du milieu, et par suite l’état moléculaire ou ionisé de l'acide en présence.
L’acide, à l’intérieur de la cellule, règle son état d’ionisation sur le pH du contenu cellulaire. Comme celui-ci ne subit que des variations très faibles, tant que la cellule reste vivante, l’acide qui a pénétré se trouve sous une forme identique quel que soit le pH du milieu externe. La consommation et la toxicité ne peuvent donc dépendre que de la perméabilité ou au contraire de l’imperméabilité de la membrane cellulaire aux acides sous les différentes formes. Il en résulte que la valeur alimentaire et la toxicité ne sont pas, comme il le semblait à RAVIN, deux phénomènes inverses, mais bien deux manifestations d’un même phénomène : la pénétration plus ou moins rapide de l’acide à travers la membrane cellulaire.
(C’est sous cet angle que je me suis placé et le problème se résume en ces quelques mots :
L’acide organique pénètre-t-il dans la cellule à l’état moléculaire ou à l’état ionisé ou bien indifféremment sous les deux états ?
Avant d'aborder l’exposé des résultats expérimentaux, il me semble utile de donner un aperçu des travaux que le sujet a suscités.
Depuis les travaux de DE VRIES, de PFEFFER et d'OVERTON, sur la semi-perméabilité du protoplasme vivant, de nombreux essais ont été faits pour déterminer de façon plus ou moins directe les facteurs qui contrôlent la pénétration des acides dans les cellules.
Alors que pour les acides minéraux la théorie de la dissociation d'ARRHENIUS offre une explication satisfaisante de leur action, il apparaît bientôt que pour les acides organiques le phénomène est tout autre. Ces acides ont une activité plus considérable que ne le voudraient les ions H qu'ils libèrent.
Le phénomène a prêté tout d’abord à de nombreuses controverses du fait de la difficulté de son analyse, avant l’apparition des travaux de SGRENSEN (1909), de MicHaAELIS (1914), de CLark et LuBs (1917- 1922) sur la notion de pH et sa mesure facile dans les milieux utilisés.
Il faut donc distinguer, à ce point de vue, les travaux antérieurs à 1915 où les auteurs ont exprimé leurs résultats en fonction de la concentration moléculaire des acides utilisés, et ceux où l’on a utilisé la notation pH de l’acidité. Dans les premiers on a exprimé, en fonc-
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tion de la constante de dissociation de l’acide utilisé, la concentration théorique en ins H, concentration qui en réalité est différente dans les milieux complexes utilisés, par suite du pouvoir tampon des autres constituants.
Les premières notions précises sur la question datent des travaux de KAHLENBERG et TRUE (1896) sur les radicules de Lupin.
Ils constatent que les acides minéraux sont très toxiques (HCI à la concentration N/6400, SO,H, N/3200, NO.H N/3200) et que cette toxicité doit être rapportée uniquement à l'ion H. Mais les acides gras qu'ils étudient ensuite sont également toxiques à des concentrations très faibles (N/1600), fait surprenant si l’on considère leur faible dissociation. Comme d’autre part les solutions des sels alcalins correspondants sont sans action, ils en concluent que l’anion n’est pas la cause de la toxicité et que celle-ci est due aux molécules non dissociées. Un cas particulier intéressant est celui des acides acétiques substitués (acides mono, di, trichloracétiques). Ces acides très dissociés ont une toxicité analogue à celle de HCI ; mais leurs sels alcalins sont également très toxiques, ce qui conduit les auteurs à attribuer ici une action prépondérante aux anions.
Ces conclusions gardent aujourd’hui encore toute leur valeur, du fait que les auteurs ont utilisé des solutions aqueuses pures. La concentration des différents ions n’a donc pas été troublée par d’autres constituants, et les concentrations en ions H, tiiées des constantes de dissociation, sont par suite exactes.
Si la toxicité de ces acides représente un moyen commode de suivre leur pénétration à l’intérieur de la cellule, de nombreuses autres méthodes ont été mises en jeu.
La grande variété des travaux m’a obligé pour plus de clarté à diviser cet historique en quatre parties :
1) Etudes sur les animaux ;
2) Etudes sur les plantes supérieures ;
3) Etudes sur les bactéries ;
4) Etudes sur les champignons.
I. — Etudes sur les animaux
Dès 1898, KAHLENBERCG, puis RICHARDS, étudiant l’action des acides sur les papilles linguales, constatent que si pour les acides minéraux l’action est proportionnelle aux ions H, il n'en est plus de même pour l’acide acétique qui provoque sur la langne une action bien plus forte que ne le faisait prévoir sa faible dissociation.
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Plus tard, pourtant, BECKER et HERZOG (1007), dans des expériences analogues, trouvent l’ordre suivant : HCI, NO:H, acide trichloracétique, acide formique, acide lactique, acide acétique, et acide butyrique ; mais ils n’emploient pas les acides à un même pH.
Læ8 (1908-1913), dans une série de travaux sur la parthénogenèse des œufs d’oursins et sur l’héliotropisme des Copépodes, remarque la grande activité des acides organiques — l’acide butyrique tue l’œuf d’oursin 100 fois plus vite que HCI — et se trouve conduit à l’attribuer aux molécules non dissociées de ces acides.
HuürwiTz (1910), en plaçant un ver de terre : Allolobophora foetida, dans des solutions de divers acides, aboutit à la même conclusion que KAHLENBERG et RICHARDS : à la même concentration en ions H, l’acide acétique est plus actif que les acides minéraux ; il admet que le temps de réponse du ver correspond au temps de pénétration de l’acide jusqu'aux terminaisons nerveuses.
DaLes et MiINEs (1911), avec des muscles isolés de chien, constatent, eux aussi, qu'à une concentration égale en ions H, l’action de l’acide acétique et celle de l’acide malique sont plus fortes que celle des acides minéraux. Ils reconnaissent que cette action n’est pas due à une augmentation de la pression osmotique, mais ils l’attribuent à ce que. dans les solutions d’acides organiques, la quantité d'ions H diminue moins vite à cause de la réserve de molécules non dissociées.
Les cellules colorées par un pigment naturel offraient un moyen commode de se rendre compte de la pénétration, en suivani le virage du colorant sous l’influence de l'acide. Après HARvEY (1914-1914) qui employait le filament gonidien d’une Holothurie : Stichopus ananus, et les cellules pigmentées de l’Epinoche, CROZIER (1915-16) étudie la perméabilité aux acides des cellules du bord du manteau d’un Nudibranche : Chromodoris zebra. HARVEY pensait que la concentration en ions H, qu’il considère comme le facteur essentiel, n’est cependant pas seule à intervenir, mais ÆCROZIER, au contraire, n’admet qu’elle et critique la théorie de LæB. Outre que le virage de ces pigments n’est pas très sensible, ils commettent la grosse erreur d'utiliser les acides en solution ayant la même acidité de titration, sans se soucier de la concentration en ions H.
Travaux postérieurs à 1915
A partir de ce moment. les travaux de SGRENSEN se sont répandus ; l’analyse des phénomènes devient plus serrée à mesure que se perfectionnent les moyens d'investigation.
CROZIER, en 1918, reprend les travaux d'HURwITZ sur Allolobophora foetida ; il utilise cette fois les solutions d’acides à la même concentration en ions H, ce qui le conduit à attribuer une activité plus grande aux acides organiques qu’à l’acide chlorhydrique.
Citons, maintenant, les travaux de SCoTT sur la respiration du chat décérébré. [1 étudie l’action de CO;, le plus simple des acides organiques, qui a retenu, par son importance en biologie, l'attention de nombreux chercheurs. Par ses travaux, l’auteur détruit les théories de la respiration qui étaient alors en vigueur, et montre que l’action de CO; non dissocié est telle qu’on peut le considérer comme une véritable hormone respiratoire.
CoLLETT (1919) recherche la toxicité de divers acides sur des Infusoires : Paramecium caudatum, Stylonectua pustulata, ÆEuplotes patella, Vorticella nebulifera. 11 note les différences très grandes de résistance à un même acide des diverses espèces utilisées, ordre de résistance qui varie d’ailleurs avec chaque acide.
Le facteur toxique essentiel lui semble être l’ion H en opérant avec des solutions de même normalité, mais avec des solutions au même pH, il faut en faire intervenir un autre. Dans le cas des acides gras et aromatiques, il s’agirait de l’anion, puisqu'on note une diminution de toxicité lorsqu'un de ces acides est additionné de HC] qui en diminue l’ionisation. Avec Euplotes cependant, il se produit le phénomène inverse qui fait supposer que dans ce cas les molécules non dissociées jouent un rôle prépondérant.
Plus tard (1921), il cherche à vérifier ces hypothèses en étudiant spécialement le comportement de Paramecium et de Euplotes. I] les soumet à l’action des acides seuls puis d’un mélange acide + HCI et acide + son sel de Na. Par addition de HCI à l’acide, il se produit une diminution légère de la toxicité, ce qui indique une action dominante de l’anion ou bien un retard de toxicité des molécules dû à HCI. Les expériences avec le mélange acide + sel conduisent aux mêmes résultats. Toutefois avec Euplotes et dans le cas des acides benzoïque, citrique et salicylique, le mélange acide + sel a une activité plus grande que l’acide seul, bien que les sels ne soient pas toxiques ; cela indiquerait dans ce cas une action de la molécule non dissociée,
Mais l'interprétation de ces expériences est délicate, car les organismes utilisés sont extrêmement sensibles aux acides.
PHILIPPSON et HANNEWART (1920) montrent que l’action des acides organiques sur le muscle de grenouille est bien différente de celle des acides minéraux : les premiers amènent un épuisement
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rapide, tandis que les seconds ne produisent aucune fatigue musculaire. Les auteurs en rendent responsables les molécules entières et non les anions.
JACOBS, la même année, étudie l’action de CO, sur des têtards. sur divers protozoaires et sur les papilles linguales. Pour lui, la pénétration des molécules entières est très importante ; c’est ainsi qu’une solution de CO, et CO;NaH à pH 7,4 produit encore un goût acide sur la langue.
En 1924, Smirx et CLOWES recherchent l’action toxique du même acide sur les œufs d’Asteria et d’Arbacia. Ils trouvent que pour une même tension de €O, l’action diminue Jorsqu’augmente la quantité de CO;NaH présente dans le milieu, ce qui indique que CO, libre n’est pas seul à pénétrer. Ils émettent l'hypothèse d’une pénétration soit de CO;NaH lui-même, comme l’a montré Brooks (1623) avec l’Algue Valonia, soit de l’ion HCO:-, puisqu’aux pH utilisés (66,5) l'ion CO; — peut être considéré comme inexistant. D’après eux, il est illogique, de toutes façons, d'envisager le passage de CO:H, plutôt que de CO:, puisque ce dernier, en tant qu’anhydride, doit avoir une faculté plus grande de pénétration.
SMITH, l’année suivante, avec les mêmes méthodes de travail. étend cette étude à différents acides. Il peut les classer en trois groupes :
Avec un premier groupe, qui comprend les acides carbonique, acétique et propionique, l’auteur observe que lorsque la concentration en anions augmente, il faut pour produire l’arrêt de la division cellulaire, des concentrations plus fortes en acide libre. Il doit donc admettre que les molécules ne sont pas seules à pénétrer et que les ions (CO;H pour l’acide carbonique) traversent également la membrane puisqu'ils participent à la réaction intracellulaire.
Dans un deuxième groupe : celui des acides lactique et tartrique. la pénétration est nulle sous toutes les formes.
Enfin les acides benzoïque et salicylique forment un troisième groupe où, à l’arrêt de la division cellulaire, la concentration de l’acide est telle qu’elle détermine une concentration constante en molécules non dissociées ; ce qui indique que seules ces dernières peuvent pénétrer.
L’acide cyanhydrique est un acide faible peu dissocié que l’on peut ranger dans les acides organiques. Sa toxicité est bien plus grande pour les animaux que pour les végétaux. Nous devons à Bonixe (1925) une étude de son action sur des protozoaires et le
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têtard de Rana fusca. Pour cet auteur elle est à rapporter aux molé. cules non ionisées de cet acide qui se dissocient à l’intérieur de la cellule.
Lizzie (1926-1927) recherche la valeur de différents acides pour l'activation artificielle des œufs d'étoile de mer. Il emploie HCL les acides gras, les acides lactiques, benzoïque et carbonique.
Alors que des acides très dissociés, comme HCI, sont peu actifs, l’acide lactique l’est plus, mais beaucoup moins encore que des acides faibles, peu dissociés comme les acides gras. La courbe des variations du pouvoir d’activation de l’acide acétique suit de très près sa courbe de dissociation. L’addition d’acétate de soude à la solution d’acide acétique, qui produit un recul d’ionisation, en augmente l’activité. Toutefois, aux faibles concentrations, le phénomène n’a plus la même netteté et correspondrait assez bien à une pénétration à la fois de molécules entières et d’ions acétates.
WERTHEIMER (1927), dans une étude générale de la perméabilité de la peau de grenouille isolée et maintenue vivante, note que les acides forts pénètrent difficilement, tandis que les acides organiques la traversent facilement. Il montre notamment que la pénétration de l’acide acétique est plus rapide après addition d’acétate de soude qui recule son ionisation, qu'après addition de NaCI qui ne la change pas. indiquant ainsi une pénétration plus rapide des molécules non dissociées.
JAcoBs, la même année, conclut, de ses travaux sur l’hémolyse des globules rouges par les sels ammoniacaux d’acides gras, que ces corps doivent leur action à la perméabilité des globules à l’ammoniaque et à l’acide, tous deux sous la forme moléculaire.
A rapprocher de ces travaux ceux de BoDENsKkY (1928) qui reprend les études anciennes de FUHNER et NEUBAUER (1907) sur l'hémolyse. Il étudie surtout le mécanisme de la pénétration, mais il considère comme un fait établi la pénétration presque exclusive des molécules non dissociées.
BELEHRADEK et SCHWARZ (1928) constatent que l’action toxique des acides organiques sur divers organismes : Anguillules du vinaigre, Tubifex, Daphnie, et le têtard de Rana fusca, est bien plus crande que celle des acides minéraux très dissociés. [ls notent également la résistance très variable des divers organismes à un même acide.
Jucer (1929) étudie la pénétration des acides dans le tissu cilié d’Attinies : Sagartia bellis et Adamsia rodeletu. Comme indice de leur action, il choisit la durée de persistance du mouvement ciliaire à partir de l’immersion dans le milieu d’expérience.
Pour les acides minéraux, la durée est inversement proportionnelle à la concentration en ions H de la solution. Mais pour les acides organiques (acide acétique), la question est plus complexe ; outre les molécules indissociées dont le passage est rapide, il faut envisager également la pénétration dans les tissus, avec une vitesse réduite, des constituants des sels.
TAYLOR (1928) reprend, avec un protocole expérimental bien précisé, les travaux antérieurs sur le goût des acides ; il constate la perméabilité facile des molécules non dissociées.
En 1930, seul, puis en collaboration avec FARTHUNG et BEERMAN. le même auteur cherche à vérifier la théorie d'OVERTON ; mais il émet à la base de ses expériences ces deux hypothèses :
que seuls passent les molécules entières non dissociées ou les ions qui se sont réunis avant leur passage ;
que l'effet à l’intérieur de la cellule est dû aux ions provenant de la dissociation de ces acides.
STEWART, en 1931, mesure la perméabilité des œufs d’Arbacia pour les sels d’ammonium des 5 premiers acides gras ; il détermine pour cela l’augmentation du volume de l’œuf placé dans la solution en expérience. En classant les sels d’après leur vitesse de pénétration. il obtient l’ordre suivant : valérianate, butyrate, propionate, acétate, formiate. L'auteur conclut de ses travaux que seules pénètrent les molécules non dissociées d’acide et d’ammoniaque, formées en quantité équivalente par hydrolyse du sel correspondant.
Pour terminer, notons, enfin, que, d’après HUGOUNENQ et FLORENCE (1928), c’est probablement à la propriété des cellules d’être plus perméables aux molécules indissociées qu'aux ions qu'on doit relier le fait qu'au point de vue pharmacologique les corps à fonctions acides libres ont des propriétés en général peu caractéristiques et atténuées, et que pour exalter ces propriétés, il suffit d’éthérifier la fonction acide, c’est-à-dire l’annuler au point de vue de la dissociation électrolytique. Ainsi la benzoyl-ecgonine, qui a un carboxyle ionisable, n’est pas analgésique, bien que cette propriété soit supportée en propre par le radical benzoyl-ecgonine ; mais il suffit d’éthérifier le COOH par un groupement méthyle (cocaïne) pour faire apparaître la propriété analgésique.
Etudes sur les plantes supérieures
Après KAHLENBERG et TRUE (loc. cit.), HEALD, la même année, étend l'étude de la toxicité à diverses plantes : Pisum sativum, Zea mays, et Curbita pepo, sur lesquelles il fait agir une série d'acides
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minéraux et l’acide acétique. Tout en constatant la grande activité de l'acide acétique, il s’attache surtout à montrer la sensibilité très variable de ces différentes plantes.
KAHLENBERG et AUSTIN (1900) notent comme leurs prédécesseurs que l’action des acides organiques ne peut s'expliquer en ne tenant compte que des ions H. La même année, TRUE reprend les études sur les radicules de Lupin, en employant des solutions diluées d’acides variés. Il aboutit aux mêmes résultats que quelques années auparavant : avec les acides minéraux, l'effet est dû aux ions H ; avec les acides organiques, la molécule non dissociée joue un rôle important ; les anions en général sont relativement peu toxiques.
La toxicité de la molécule non dissociée est signalée également par FisHEr (1907) qui observe que les acides gras sont toxiques pour les graines aquatiques en germination à une concentration où les acides minéraux sont favorables ; elle est signalée également par RüFz DE Lavison (1911).
HARVEY (1911) remarque que les cellules des plantes ne possèdent pas de pigments assez sensibles aux acides et en détermine la perméabilité à l’aide d’un artificiel : il les colore avec un colorant vital, le rouge neutre, et note le virage du colorant qui témoigne de la pénétration de l’acide. Mais il emploie des solutions d’acides à la même normalité (O,OI N), sans tenir compte de leur degré différent de dissociation. Il obtient les mêmes résultats qu'avec le filament gonidien de Stichopus ananus, résultats confirmés par (CROZIER avec Chromodoris : les acides minéraux pénètrent plus vite que les acides organiques.
Ces résultats sont entachés d’une erreur supplémentaire, du fait que le rouge neutre vire mal aux acides, et, qu’au moment du virage, J'intégrité de la cellule n’est pas sûrement conservée.
Travaux postérieurs à 1915
Haas (1916) utilise des cellules pigmentées naturellement : les pétales de Bégonia et la racine de Chou rouge. I] attire l'attention sur le fait que l’ordre de pénétration n’est pas le même si l’on considère des solutions de même normalité ou au contraire de même pH. Dans le premier cas, on retrouve les résultats de HARVEY et de CROZIER ; dans le second cas, l’acide acétique qui pénétrait le moins vite, passe en tête de la série.
CompEL (1925) étudie la plasmolyse des cellules d'Ulva lactuca. Il conclut que pour les acides minéraux la pénétration dépend de la concentration en ions H, et que les acides organiques pénètrent beaucoup plus vite que les acides minéraux.
À côté de ces travaux, se placent les belles recherches de l’école américaine.
Dans un premier travail, étudiant la pénétration de H,S dans une algue, Valonia, OSTERHOUT (1926) constate que la courbe de pénétration suit de très près la courbe de dissociation de cet acide.
L’année suivante, avec DoRCAS, il montre que la pénétration de CO; se fait d’une façon analogue, et qu’on doit la rapporter presque exclusivement aux molécules non dissociées.
En 1930, il établit avec JACQUES que cette pénétration en fonction du temps est représentée par une courbe du premier ordre, de la
a ; forme K — log. Il montre en outre que dans des solutions t a-x
de pH 6 et 7, avec des quantités égales dans les deux cas de molécules entières de CO, la pénétration est la même, aux erreurs d’expériences près, établissant ainsi qu’elle se fait seulement sous la forme de CO: non dissocié et non d’ions CO:H- ou CO;—, puisque dans ces expériences la quantité d’ions a pu être changée très largement sans changer le taux de pénétration.
BRiNLEY (1927), en étudiant l’action de HCN sur les cellules des feuilles d'Elodea et les poils de la racine de ZLimnobium Sinclari, aboutit à des conclusions analogues : l’action toxique de cet acide est étroitement proportionnelle à la quantité de ses molécules non ionisées.
IRWIN, la même année, étudie l’action de tampons acétate sur la pénétration du bleu crésyl dans le protoplasme de l’algue Nitella. Il constate que leur action ne peut s'expliquer qu’en admettant, soit une action spécifique sur le protoplasme, soit une pénétration à l’état de molécules entières qui se dissocient à l’intérieur du protoplasme.
BouiLLENNE (1930) recherche le mode de pénétration des sels ammoniacaux de divers acides dans les cellules de Tradescantia virginica et d’Allium cepa. Il constate que les électrolytes pénètrent dans la cellule, bien que très lentement, ce qui contredit l'hypothèse formulée par OSTERHOUT que seules les molécules entières sont capables de traverser la membrane. D'autre part, tous les sels d’acides organiques employés : formiate, acétate, propionate, butyrate et valérianate, pénètrent en solutions neutres à une vitesse proportionnelle au poids moléculaire de l’acide.
Enfin, en 1931, R. CoLLANDER O. TURPEIMEN et E. FABRITIUS montrent que dans les cellules de Rhæo discolor, l’acétate d’ammoniaque pénètre à l’état d’ammoniaque et d’acide acétique, tous deux sous la forme moléculaire.
III. —— Etudes sur les bactéries
Les bactéries sont des organismes très sensibles aux ions H, ce qui réduit beaucoup le champ d’investigation. C’est pourquoi on ne trouve guère dans la littérature que des travaux sur la toxicité des acides.
En 1897, Pauz et KRGNIG constatent avec Bacillus anthracis et Staphylococcus aureus une parenté entre l’action des acides et la quantité d'ions H libres. Ils attribuent les nombreuses exceptions qu'ils rencontrent à une toxicité particulière de l’anion.
Mais Winsrow et LOCHRIDGE (1906) montrent avec le bacille typhique et le coli-bacille, que si pour les acides minéraux l’action est due aux ions H, il n’en est plus de même pour les acides organiques, pour lesquels il faut faire intervenir une toxicité particulière des molécules non dissociées.
Paur, BIRSTEIN et REUSS (1910) émettent la même opinion, et pour eux l’anion aurait plutôt une action favorisante.
Travaux postérieurs à 1915
Norton et Hsu (1916) trouvent dans l’action de l’acide formique sur le bacille typhique, un pouvoir antiseptique proportionnel à la concentration en ions H et en anions. Ils emploient, il est vrai, des solutions qu’ils appellent « isohydriques », dont ils calculent toutes les données sans les baser sur l’expérimentation ; et dans ces conditions, il n’est pas invraisemblable de penser que quelques erreurs aient pu se glisser dans leurs calculs. Quoi qu’il en soit, ils constatent qu’en ajoutant à une solution d’acide formique une solution isohydrique de formiate d’ammoniaque, alors que d’après leurs calculs la quantité d’ions H ne varie pas, ni celle des molécules non dissociées, l’action antiseptique est notablement accrue, fait qu’on doit rapporter à l’augmentation de la quantité d’anions.
WoLr et Harris (1917) voient avec Bacillus perfringens et Bacillus sporogenes, une action proportionnelle au pH ; ils notent, cependant, une certaine influence des anions et des molécules non dissociées.
Wierx (1918) confirme cette opinion avec le Coli-bacille.
Van Dam (1918) recherche l’action de l’acide ijactique sur la fermentation du lait par le bacille lactique. [1 note d’abord que le lactate est sans action. Mais en ajoutant des quantités croissantes de lactate au lait en expérience, il constate que la fermentation s'arrête à des pH de plus en plus élevés, ce qui exclut l'hypothèse d’une action
spécifique des ions H. Ces pH sont tels qu’ils déterminent à la fin de l’expérience une concentration en molécules non dissociées d’acide lactique identique dans tous les cas, attestant une action prédominante de celles-ci.
COHEN et CLARK (1919) signalent que l’acide acétique est un antiseptique plus puissant que HCI.
AUBEL (1920) étudie le pouvoir stérilisant des acides sur le bacille pyocyanique ; il note qu'il n’y a pas d’action prépondérante des cathions, et que la nature de l’acide joue un rôle important.
En 1921, TRAUBE et SoMocy1 signalent que l’acide caprylique. bien que peu dissocié, tue plus facilement que HCI et SO.H, le Staphylocoque et le Coli-bacille.
Hizz (1929) étudie la pénétration des sels ammoniacaux dans les bactéries lumineuses et conclut à la pénétration des molécules entières de l’acide et de l’ammoniaque.
Enfin, en 1932, Bac publie une étude sur l’action antiseptique des acides gras et de l’acide lactique sur un grand nombre de hactéries. Il attire d’abord l'attention sur le fait que, s’il est exact que l’addition de son sel à un acide en diminue la dissociation, une augmentation de la concentration globale peut masquer cette diminution ; ce fait est très important et, faute d’en tenir compte, nombre d'auteurs ont été conduits à des erreurs d'interprétation.
Avec l’acide lactique, il obtient l’arrêt de la croissance pour des quantités constantes d’acide à l’état moléculaire. L'étude est cependant gênée pour les solutions les plus diluées, par la résistance faible des bactéries aux ions H. Avec l’acide formique, le phénomène est le même aux faibles concentrations, mais pour de fortes teneurs en acide, il y aurait lieu de faire intervenir une certaine toxicité de l’ion formiate. Avec les acides acétique, propionique et butyrique, par contre. l’action s’expliquerait de façon satisfaisante sans faire intervenir les anions.
L'auteur note également les différences énormes de résistance de: diverses espèces à un même acide.
IV. — Etudes sur les champignons
L'étude sur les Champignons est plus aisée, parce que ce sont des organismes relativement peu sensibles aux ions H. puisqu'ils ne se développent bien, pour la plupart. que dans les milieux acides des espèces comme l’Aspergillus niger ou l’Aspergillus repens se développent encore à pH 1,4.
Mais, comme pour les bactéries, les recherches ont porté sur la
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toxicité des acides, qui offrait, outre l'intérêt théorique, un intérêt pratique pour leur emploi comme antiseptiques.
La grande résistance des spores aux acides est signalée déjà en 1398 par STEVENS qui cultive 6 espèces en goutte pendante,
CLARK (1899) le signale également. Mais, dans son travail, on trouve de plus un des premiers essais sérieux de calcul des parties non dissociées des acides, auxquelles il attribue la toxicité ; il manque, malheureusement, de précision dans l'exposé de ses conditions d'expériences.
BraL (1902) ne voit, au contraire, que l’influence des ions H.
HENNEBERG (1906) constate une toxicité très grande de l’acide formique, mais il ne précise pas ses conditions d’expériences.
A. LE RENARD (1909) voit dans l’action des acides organiques sur le Mucor mucedo une influence autre que celles des ions H. De même REICHEL (1911) signale que l’acide acétique est plus toxique que HCI pour le Penicillium glaucum.
KiEsEr, (1913) étudie l’action de divers acides sur l’Aspergillus niger, cultivé sur milieu de RAULIN. Il note que leur toxicité ne correspond pas à leur activité chimique ; les acides gras, quoique peu dissociés, sont très actifs. Mais son travail manque de netteté, du fait que le milieu de culture renfermait déjà de l’acide tartrique.
Hacczunp (1914) confirme l'opinion de BraAL d’une toxicité due uniquement aux ions H.
Travaux postérieurs à 1915
EuLER et HEINTZE (1919), après JOHANNESSOHN (1912), constatent que les acides faiblement dissociés sont très actifs sur les levures.
SOMOGY1I (1921) arrive, à la suite de ses recherches sur la fermentation, à des conclusions identiques : les acides organiques de la série acétique sont plus actifs pour inhiber la fermentation que les acides minéraux.
THiez et WeEis (1920) étudient la germination des téleutospores de Puccinia graminis, et remarquent que l’acide acétique possède un effet stimulant prononcé que l’on ne peut rapporter aux ions H.
WATERMAN (1924) cultive Penicillium glaucum sur un milieu contenant l’acide organique comme seule source de carbone. Il conclut à l’effet dominant des ions H, mais il calcule leur nombre au lieu d’en faire la mesure directe, sans tenir compte de l'effet tampon des autres constituants du milieu.
HAGGLUND et AUGUSTSON (1925) constatent au contraire une grande toxicité de l’acide acétique libre sur les Levures.
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Dunx (1926) cultive Sclerotinia cinerea en présence de plusieurs acides et de leurs sels de sodium. Alors que pour les acides minéraux l’ion H est le seul facteur de toxicité, il faut pour les acides organiques, faire intervenir la molécule entière ; cependant l’anion butyrique pourrait être toxique.
KATAGIRI, la même année, montre que les acides formique et acétique agissent sur la fermentation de telle sorte qu’elle augmente, à pH constant, quand la concentration en acide libre diminue, et qu’à concentration égale en acide libre la fermentation est indépendante de la concentration totale de l’acide ; ce qui ne peut s'expliquer qu’en faisant intervenir une influence prépondérante des molécules non dissociées.
Enfin, je rappellerai ici les travaux de BACH et de SAKAMURA, dont j'ai parlé plus haut et qui ont servi de base à mes recherches.
Cet historique, qui n’a pas la prétention d’être complet, témoigne cependant de l’importance de la question, par le nombre des auteurs qui se sont occupés, de façon plus ou moins directe, de la pénétration des acides organiques dans les cellules d'organismes les plus variés.
Les conclusions, souvent contradictoires, montrent que le phénomène est complexe et son analyse difhcile.
Une chose frappe cependant qui a été signalée par un grand nombre d’auteurs, c’est la différence énorme de sensibilité de divers organismes, même très voisins. ?
Les méthodes employées ne permettaient pas toujours une bonne interprétation des faits. L'emploi de sujets très sensibles aux ions K. par exemple, rend difficile l’appréciation de la toxicité dans les diffé rents cas. Mais surtout, l'intégrité de la cellule n’était pas toujours prouvée de façon absolue : fait très important car la perméabilité est différente chez les cellules vivantes et chez les cellules mortes où la menbrane perd, entre autres, son hémi-perméabilité.
L'étude de la consommation des acides est, à ce point de vue, la méthode de choix, puisqu'elle permet de contrôler l'intégrité de la cellule par sa manifestation essentielle.
I. — Les organismes étudiés
Les espèces que j’ai utilisées pour ce travail proviennent de la Mycothèque de la Faculté de Pharmacie de Paris.
Ce sont : l’Aspergillus niger (Van Tieghem),
l’Aspergillus repens (De Barry), le Penicillium glaucum (Link) et le Cunninghamella echinulata (Thaxter).
Le choix de ces espèces est la résultante de deux idées directricess:
Réunir des espèces dont les affinités physiologiques soient entre elles les plus différentes possible, mais qui soient, cependant, susceptibles de fournir sur des milieux appropriés, des voiles solides et bien formés, condition nécessaire à la bonne marche de mes expériences.
Aspergillus niger.
Isolé par Van TIEGHEM en 1867, il a été l’objet de tant de travaux que je me dispenserai ici d’en donner une description détaillée.
Organisme particulièrement résistant aux ions H, il donne sur milieux sucrés une culture qui débute au bout de 24 heures sous forme d’un voile blanc qui se couvre bientôt de conidies noires envahissant rapidement toute la surface du mycélium.
Les conidiophores, dressés au-dessus des hyphes végétatives. mesurent de 0,02 à 0,04 mm. ; ils sont terminés par une ampoule qui porte des stérignrates primaires suivis de stérigmates secondaires terminés par de longues chaïînettes de conidies de 5 environ, recouvertes d’une substance cireuse qui rend difhcile leur émulsion.
Dans les milieux voisins de la neutralité il sécrète un pigment de couleur brune.
Il pousse dans des conditions très larges de température ; sa température optima est de 30°.
20) = Aspersgillus repens.
DE BaRY a, le premier, disting 16 dans les Aspergillus verts deux espèces, glaucus et repens, qui se différencient par les dimensions des ascospores, celles-ci étant plus grande pour glaucus que pour repens.
Les périthèces sont de couleur jaune et atteignent 100 de diamètre. Les conidies sont lisses ou verruqueuses, de dimensions assez variables. Les conidiophores sont également variables.
Ce champignon donne sur un milieu sucré une culture débutant le deuxième jour sous forme d’ilots qui se réunissent en un voile blanc compact qui passe au jaune d’or vers le sixième jour. Le pigment jaune n’est pas uniquement localisé sur les périthèces, mais également sur les hyphes mycéliennes Le mycélium se couvre ensuite de conidies vertes qui lui donnent un aspect moucheté. Le milieu de culture est coloré par un pigment jaune fluorescent qui vire au brun lorsque le pH du milieu de culture est voisin de la neutralité.
Sa température optima est aux environs de 25°.
Penicillium glaucum.
Cette espèce a été découverte par LINK en 1809, qui a proposé le genre Penicillium pour trois espèces : glaucum, candidum et expensum. Mais en 1824 LANK réunit les Penicillium verts sous la même dénomination de Penicillium glaucum, d’où il est résulté, comme l’a montré THOM, une confusion qui s’est maintenue longtemps.
Ce champignon donne sur milieu sucré des mycéliums denses de teinte jaunâtre à surface grossière et rugueuse, s'étendant lentement et possédant une odeur forte.
L'appareil conidien a la forme d’un pinceau (penicillus) ; il est garni de conidies petites de couleur verte.
Il pousse bien en anaerobie en fournissant en quatre jours des périthèces blancs, sans conidies.
Sa température optima se place aux environs de 22°.
Cunninghamella echinulata.
Ce champignon, appartenant aux Mucorinées, a été étudié pour la première fois par THAXTER en 1903, qui lui attribue provisoirement une place dans le genre Cunninghamella. Les études de MATRUcHOT (1903) ont montré que c'était bien une Mucorinée : il peut,
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en effet, servir d’hôte au Piptocephalis Tieghemiana qui vit en parasite uniquement sur les champignons de ce groupe. BLAKESLEE (1905) l’a confirmé en découvrant les zygospores.
Cette moisissure, blanche, se cultive très bien sur tous les milieux usuels. Elle forme un mycélium rampant portant des rhyzoïdes très ténus. Les conidiophores sont dressés, renflés en tête et munis de conidies. Quelquefois, dans les cultures vigoureuses, la tête renflée au lieu de donner des conidies produit des tubes secondaires qui peuvent se terminer par des têtes ou se ramifier encore.
Les conidies de couleur blanc grisâtre sont nombreuses, spinulées et assez grosses : 18u.
Le mycélium se développe d’abord sous forme de couche mince glaireuse qui s’épaissit et devient sèche. Le développement commence dès le deuxième ou troisième jour et au bout de 6 à 7 jours on obtient un voile épais, cotonneux, de couleur blanc grisâtre.
Milieux et méthodes de culture
J'ai pratiqué les cultures en milieux liquides, les seuls qui me permettaient un dosage facile des acides mis en expérience.
J'ai utilisé exclusivement pour la préparation des milieux des produits purs « pour analyse », de POULENC.
La composition de ces milieux a varié avec chaque champignon utilisé ; et je la donnerai au moment de l’étude de chacun d'eux.
L’aliment carboné a toujours été l’acide organique soit seul, soit associé au glucose, La source d’azote a été suivant les cas NO;NH,,
NO:K. ou le glycocolle.
A) Détermination de la concentration en ions H.
J'ai utilisé l’électrode à quinhydrone de BILLMAN avec des vases poreux d’ATEN à diaphragme en alundum ; le liquide de liaison était constitué par une solution de KCI 3,5 N. Les vases poreux d’ATEN constituent le dispositif le plus sûr pour éliminer les potentiels de diffusion sans augmenter sensiblement la résistance de la pile. Mais ils doivent dans ce but, être maintenus dans un état parfait de propreté. Ils étaient traités après chaque expérience par le mélange chromique pendant 24 heures, puis rincés plusieurs fois à l’eau distillée.
L'appareil de mesure était le potentiomètre de POULENC, associé au galvanomètre à spot du même constructeur, comme instrument de Zéro.
Ce dispositif donne des résultats exacts pour une zone allant de PH 1 à pH 10, zone largement suffisante pour mes expériences dans lesquelles le pH est rarement monté au-dessus de 7.
Une précaution importante consiste à ne pas filtrer les liquides dont on veut déterminer le pH. En effet les filtres ordinaires du commerce sont alcalins et peuvent causer des erreurs importantes par excès ; tandis que les filtres à analyse, dits filtres sans cendres, cèdent toujours un peu d’acide et causent des erreurs par défaut.
B) Courbe de neutralisation des milieux.
Bien que le pH ait été pris électriquement avant et après culture. il était commode pour connaître, tout au moins de façon approximative, la réaction des milieux utilisés, d’en déterminer les courbes de neutralisation.
Le milieu, qui ne comporte pas d'effet tampon uniforme, ne doit pas être dilué au cours de cette opération. J’ai donc préparé un milieu double, et 5 cc. de ce milieu ont été amenés à 10 cc. avec un volume connu variable d’alcali ou d’acide titré et de l’eau distillée. Le pH des diverses solutions ainsi obtenues a été mesuré à l’aide de l'échelle colorimétrique de CLARK et LUBS. On construit la courbe de neutralisation en portant en abcisse la quantité de liqueur titrée utilisée et en ordonnée le pH obtenu.
C) Stérilisation des milieux.
Les milieux ont été stérilisés à l’autoclave à 110° pendant 15 minutes. Dans ces conditions ils ne subissaient qu’un changement peu appréciable : à peine y avait-il dans les milieux voisins de la neutralité une légère caramélisation du glucose qui re pouvait nuire à mes expériences.
Je n’ai pas utilisé la méthode préconisée par SAKAMURA (loc. cit.) qui consistait à stériliser séparément les solutions des différents composants du milieu et à les mélanger ensuite aseptiquement en proportions convenables. Ce procédé est en effet malcommode et risque d’amener des déboires par suite de contaminations accidentelles.
D) Les conditions de culture.
MÉTHODE DE CULTURE DIRECTE
C’est la méthode utilisée par la presque totalité des expérimentateurs. Je ne l’ai utilisée que pour les recherches avec l’acide oxalique.
PRET e
On ne peut suivre la marche d’une culture de Mucédinée en prélevant de temps en temps une quantité déterminée de liquide, parce qu’on modifie le rapport existant entre le volume du milieu et la masse du champignon. Il est donc indispensable d’ensemencer plusieurs fioles à la fois et de les retirer successivement. Mais il est alors nécessaire de s’attacher à réaliser des conditions identiques dans tous les vases. Dans ce but, les vases ont été choisis de même verre. de même forme, et ensemencés avec la même quantité de spores.
Les milieux à la dose de 25cc., sont répartis dans des fioles coniques de 150 cc. en verre Pyrez et stérilisés à l’autoclave comme il a été dit plus haut. Ils sont ensuite ensemencés avec 3 gouttes d’une émulsion de spores faite à raison de 10 anses de platine de spores pour 10cc. de sérum physiologique. Dans le cas de l’Aspergillus niger il est bon, pour faciliter l’émulsion des spores qui sont recouvertes d’une couche cireuse, d’ajouter 1 goutte de solution de NaOH N aux 10 cc. de sérum physiologique.
Les cultures sont faites à l’étuve à la température optima pour chaque champignon.
Les semences étaient conservées sur carotte dans des tubes à pomme de terre, et maintenues vigoureuses par des repiquages fréquents.
MÉTHODE DE CULTURE INDIRECTE
Si avec l’Aspergillus niger et l’acide oxalique la méthode précédente était applicable, bien qu’elle présente un certain nombre d'inconvénients, avec d’autres acides et d’autres champignons elle souievait des difhcultés presque insurmontables qui m'ont contraint pour jes éviter à employer une autre méthode.
A cet effet, je me suis servi d’une méthode appelée : « Méthode des voiles solides », qui a fait récemment l’objet d’une publication, de Bac (1934). Voici en quelques mots en quoi elle consiste
Le mycélium, obtenu à partir de la spore sur un milieu convenable, est privé du milieu initial par des lavages aseptiques à l’eau distillée stérile ; on introduit au-dessous une quantité déterminée d’un nouveau milieu sur lequel on veut faire réagir le champignon.
Elle fut conçue et utilisée pour la première fois par LuTz en 1903. Le dispositif utilisé par cet auteur consiste essentiellement en une fiole d’Erlenmeyer dont le fond porte une excavation hémisphérique. Quatre tubes bouchés de coton traversent le bouchon de cette fiole : deux aboutissent à l’excavation et servent à l’introduction et à l’extrac-
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tion des liquides de culture ; un troisième s’arrêtant à mi-hauteur, et de gros calibre, sert à l’ensemencement ; le quatrième enfin est relié à une poire destinée à établir une suppression pour évacuer le liquide de la fiole,
Un tel dispositif, ingénieux et commode, pour des recherches qualitatives que lui demandait LUTZ, se prête difficilement à des recherches quantitatives et en série pour lesquelles je voulais l’utiliser : chaque fiole exige pour sa manipulation un support spécial ; l'introduction d’un volume exact de milieu d'étude, et surtout sa récupération totale sont assez compliquées.
Bien plus tard, d’autres auteurs : KOSTYCHEW et TSWETKOvA (1921). BERNHAUER (1928), TamyaA (1928), ont également utilisé cette méthode, mais avec des conditions expérimentales mal précisées ou trop compliquées.
Bien qu’elle exige encore un certain nombre de précautions, PBacH a le mérite de l’avoir rendue d’un emploi plus facile que ses prédécesseurs. J'ai, toutefois, apporté quelques légères modifications à la technique détaillée par cet auteur.
CONDUITE DES OPÉRATIONS a) Obtention du mycélium.
Je me suis servi comme vases à expériences de fioles d’Erlenmeyer en verre de Bohême, de 250 cc. de capacité : matériel moins encombrant pour le travail en série que les fioles à tubulure latérale décrites par l’auteur.
Le liquide de culture initial était réparti dans chaque fiole à la dose de 50 cc. Sa composition a varié avec chaque champignon. Mais d’une façon générale, il est nécessaire pour obtenir des voiles non gaufrés, d'employer des milieux plus dilués que les milieux usuels.
Après la stérilisation à l’autoclave dans les conditions indiquées on procède à l’ensemencement. Pour éviter les nombreux cas de culture négative, j’ai augmenté la quantité de spores et mélangé avec soin par agitation légère les spores avec le milieu de culture.
b) Soutirage du liquide de culture, et lavage du mycélium.
Le soutirage a été effectué à l’aide de l’appareil décrit par BacH et représenté fig. 1.
vers la trompe
Vase de Culture
FIGURE 1. — Appareil pour la décantation aseptique des liquides de culture
Il est constitué par une fiole de KITASATO en relation avec la trompe à eau ; elle porte un bouchon percé de deux trous : l’un reçoit un tube de verre (a) que l’on peut obturer par un tube en caoutchouc muni d’une pince ; dans l’autre passe un tube (b) en verre Pyrex courbé à angle aigu, et dont la pointe efhlée est légèrement recourbée.
Le tube (a) étant ouvert, on introduit, après l’avoir flambé, le tube (b) au fond de la fiole à expérience maintenue inclinée et dont le goulot a été également passé au feu ; on replace sur la fiole son bouchon de coton et on ferme le tube (a). Le liquide est ainsi retiré par aspiration. Après quelques minutes de repos on recommence l'opération.
On introduit alors sous le mycélium 50 ce. environ d’eau distillée stérile à l’aide de l’appareil suivant (fig. 2).
Un ballon (a), muni à sa partie inférieure d’une tubulure, constitue la réserve d’eau distillée. Sur la tubulure on adapte un tube de caoutchouc de 10 cm. environ, terminé par un tube en Pyrex, étiré à son extrémité et légèrement recourbé (b). Le tube en caoutchouc peut être obturé par une pince. Une clochette en verre (c) protège le col
de la fiole.
Vase de Culture
FIGURE 2. — Appareil distributeur d'eau distillée stérile
On fait quatre lavages identiques dans les 24 heures. Bacx a montré que dans ces conditions tout le glucose du milieu initial a disparu, et que les autres constituants du milieu ne restent plus qu’à l’état de traces.
c) Mise en place du milieu final.
Après un dernier égouttage, on remplace l’eau de lavage par le milieu sur lequel on veut faire réagir le champignon. L'appareil employé par BACH convient bien lorsqu’on n'utilise qu’un seul milieu ; mais il devenait peu commode pour mes expériences qui comportaient le plus souvent plusieurs milieux différents. Je l’ai remplacé par des pipettes stériles.
Toutes ces opérations longues à décrire, se font en réalité très facilement, et, avec un peu d’habitude, on arrive à ne pas submerger les voiles, ce qui les rendrait inutilisables.
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HI. — Recherches sur la récolte et le milieu de culture A) Récolte du mycélium et du milieu après culture. 1) MÉTHODE DE CULTURE DIRECTE.
J'ai suivi en cela la technique de la plupart des expérimentateurs.
Après avoir prélevé lec. du milieu destiné à la détermination du pH. le liquide de culture, retiré par décantation est jeté sur deux filtres sans cendres équilibrés, disposés sur un entonnoir de JOULIE. Le mycélium est lavé par décantation d’abord dans la fiole puis sur le filtre jusqu’à un volume final de 100 cc.
Le mycélium restant sur le filtre est mis à dessécher à l’étuve à 100° pendant 24 heures et pesé à la balance de précision avec les précautions habituelles.
TECHNIQUE DES LAVAGES
On prélève tout d’abord lcc. de liquide destiné à la mesure du pH. En réalité, comme le milieu a été dilué par lec. environ d’émulsion de spores, et par l’eau contenue dans le mycélium (qui pèse tel qu’on l’utilise environ 2 gr. 50 et seulement 0 gr. 20 environ lorsqu'il est desséché), le centimètre cube prélevé ne représente que 0 cc. 87 de milieu initial, si bien que le liquide restant dans la fiole représente 24 cc. 13 du milieu au lieu de 24cc. Mais cette erreur, atténuée encore par l’évaporation à l’étuve, est de l’ordre des erreurs d'expériences (0,5 % environ) et je n’en ai pas tenu compte dans mes calculs.
Le liquide restant dans la fiole est décanté sur un entonnoir de JouL1E. muni de deux filtres sans cendres équilibrés, et recueilli dans une fiole jaugée de 200 cc. On le remplace par 25 cc. d’eau distillée, et à l’afde d’un agitateur recourbé à son extrémité on immerge avec soin le mycélium. Au bout de 30 minutes de contact on décante sur le filtre. On recommence 3 fois les lavages espacés de 30 minutes.
À la fin le mycélium est mis à égoutter sur le filtre et pesé après 24 heures à l’étuve à 100°.
La durée totale des lavages est donc de 2 heures.
Les filtrats obtenus, complétés à 200 cc. avec de l’eau distillée, serviront aux dosages.
JUSTIFICATION DE LA MÉTHODE
Il était bon de s’assurer que dans ces conditions l’acide était complètement récupéré.
Je me suis servi pour cette recherche de voiles d’Aspergillus niger et d’un milieu contenant une quantité connue d’acide oxalique.
a) Après 8 heures de contact à l’étuve à 30°, j'ai recueilli séparément le milieu retiré par décantation et les différentes eaux de lavages ; j’ai dosé l’acide oxalique contenu dans chaque fraction.
Ces dosages m'ont permis de construire les courbes de lavages et je donne (fig. 3) les résultats obtenu en partant de milieux de pH différents.
Il apparaît qu'après le quatrième lavage on n’entraîne plus d'acide du mycélium.
Mais la quantité totale d’acide oxalique retrouvé est de 130 mg. en moyenne au lieu de 140 mg. 5 que j'avais introduit.
L'attaque du substrat par le mycélium est-il seul responsable du déficit constaté ? N'y aurait-il pas une certaine quantité d’acide restée adhérente, malgré les lavages, aux hyphes mycéliennes ?
Pour le savoir, les mycéliums épuisés par les lavages ont été triturés avec du sable de FONTAINEBLEAU, de façon à former une pâte. Le sable avait été au préalable purifié par traitement au mélange chromique, lavage, puis traitement à HCI bouillant, nouveau lavage prolongé à l’eau distillée et séchage à l’étuve à 100°.
La pâte obtenue a été traitée par HCI à 1/10 à chaud (2 fois 20 cc.). Dans les liqueurs filtrées sur filtres sans cendres, j'ai pu constater qu’il ne restait plus d’acide oxalique.
b) On pouvait penser qu’une partie du déficit constaté était due à l’assimilation par le mycélium d’une certaine quantité d'acide pendant les deux heures de lavages à la température ordinaire. Mais il n’en est rien, comme le montre l’expérience suivante :
J'ai laissé le mycélium en contact avec le milieu, à la glacière
1} FIGURE 3. — Courbe de lavage de mycélium après 8 heures de contact
à l'étuve à 30° avec des milieux à différents PH
HI, — pH final 2,50
[. — pH final 2,04 IV. — pH final 4,90
Il. — PH final 2,40
à + 1°. A cette température, l’assimilation est considérablement retardée, mais le milieu peut diffuser entre les hyphes. Après les 8 heures de contact, jai retiré la fiole de la glacière et effectué les lavages
comme précédemment, à la température ordinaire.
Deux expériences semblables m'ont donné les résultats suivants :
Acide oxalique introduit : 140 mg. 5 ; > retrouvé AREAS
» » uvé :
140 mg. 8.
D) en B) Dosage du glucose.
Je n’ai pas cherché à suivre systématiquement la consommation du glucose, mais à savoir à quel moment il disparaissait du milieu. Je n’ai donc eu à le doser que dans les expériences en culture directe, car dans la seconde méthode le mycélium, pendant son temps d’action très court, n’était jamais capable d’utiliser tout le glucose.
Je me suis servi de la méthode classique de BERTRAND.
C) Dosage de l’acide oxalique.
J'ai utilisé pour ce dosage la précipitation de l’acide oxalique à l’état d’oxalate de chaux et titrage de l’oxalate par une solution de MnO,K en milieu sulfurique.
J'ai suivi dans ses grandes lignes la technique indiquée par GuiLLAUMIN (1927) pour le dosage de l’oxalémie.
Cette méthode présente l’avantage de ne pas exiger de transvasement, ni de filtration du précipité, opérations qui nuisent toujours beaucoup à la précision du dosage.
TECHNIQUE
La prise d’essai, contenant 10 à 12 mg. d’acide oxalique pour un volume de 20 cc. environ, est introduite dans un tube à centrifuger cylindro-conique, de 40 cc. de capacité, avec 1ec. de solution de CaCl, à 40 p. 100, et deux gouttes d’une solution de rouge de méthyle à 1 p. 109. On ajuste le pH aux environs de 5 (coloration vieux rose du rouge de méthyle), à l’aide d’ammoniaque et d'une solution au 1/10 d’acide acétique.
Après un repos de 3 heures à la température ordinaire, la précipitation est terminée, comme je m'en suis assuré. On remet le précipité en suspension, en agitant le tube, et on centrifuge 10 minutes à 3.509 tours. Le précipité est alors bien collecté au fond du tube ; on renverse celui-ci d’un geste vif et on le met à égoutter 10 minutes sur plusieurs couches de papier filtre. On sèche ensuite les bords du tube avec une bande de papier filtre, et on remet en suspension le précipité dans 5 ce. d’eau distillée. On recommence comme précédemment centrifugation, décantation et séchage.
Le précipité est alors mis en suspension dans 5 ce. de SO,H, ct les tubes sont portés quelques minutes au B. M. bouillant.
On titre l’acide oxalique libéré à l’aide d’une solution N/20 Jde MnO.,K et d’une microburette.
Er (LE
1 cc. de MnO,K — 2 mg. 25 d’acide oxalique anhydre.
GUILLAUMIN préconise de faire le dosage en double avec une des prises d’essai double de l’autre, de façon à éviter l’erreur due à la solubilité de l’oxalate dans les solutions de CaCl,. Cette erreur, dans mes conditions d'expérience, était très faible et parfaitement négligeable ; elle était, du reste, sans importance, puisque je me plaçais dans les mêmes conditions de dilution pour les milieux. avant cet après culture.
Cette méthode m'a donné de très bons résultats et l’erreur entre plusieurs dosages d’une même solution n’excédait jamais 1 pour 109.
l'est bon d'employer des tubes à centrifuger, soieneusement dégraissés au mélange chromique, sinon le précipité a tendance à grimper le long des parois du tube, ce qui entraîne des pettes à la décantation.
D) Dosage de l’acide lactique.
Il était important, pour pouvoir tirer des conclusions valables de mes recherches, de posséder une méthode permettant un dosage précis de l’acide lactique.
Ce dosage a fait l’objet de maints travaux.
Les uns utilisent sa précipitation à l’état de lactate de zinc : mais cette méthode se prête mal à un micro-dossge, à cause de la solubilité trop considérable du lactate de zinc.
Les autres utilisent la propriété que possède MnO,K d’oxyder à chaud l’acide lactique en acétaldéhyde ; le terme final de l'oxydation est ICO», réaction qu'ont appliqué AvERY et HasriNGs (1931) à un dosage gazométrique de l’acide lactique.
L’acétaldéhyde formée est titrée soit colorimétriquement, soit en lui faisant réduire une solution argentique de titre connu (BELLET, 1913). soit, le plus souvent, en l’engageant dans une combinaison bisulfitique que l’on titre à l’iode (JÉRUSALEM, 1908 ; FurTH et CHARNASS, 1910 ; CLAUSEN, 1924 ; FRIEDEMAN, COTTONIO et SCHAF- FER, 1927, etc.).
J'ai utilisé la méthode de FRIEDEMAN, COTTONIO et SCHAFFER. J'ai toutefois modifié leur appareil qui possède un réfrigérant insuffisant pour le dosage des quantités relativement importantes d’acide lactique contenues dans mes milieux, et qui ne soustrait pas assez vite l’aldéhyde formée du contact avec MnO,K.
RARES DESCRIPTION DE L'APPAREIL
L'appareil représenté figure 4 se compose de trois parties
1) le vase à réaction ; 2) le réfrigérant ; 3) le vase à fixation de l’acétaldéhyde.
1) — Le vase à réaction est constitué par une fiole d’Erlenmeyer (a) en verre Pyrex à large ouverture, d’une capacité de 300 cc. ; elle est fermée par un bouchon de caoutchouc percé de trois trous. Dans l’un passe un tube à brome de 69 ec. (b), terminé par une pointe efflée qui s'arrête à mi-hauteur de la fiole ; dans un autre passe un tube (c) de petit diamètre dont l'extrémité plonge jusqu’au fond du vase, l’extrémité supérieure étant terminée par un tube de caoutchouc que l’on peut obturer avec une pince ; enfin, le troisième trou reçoit l’extrémité du réfrigérant coudée à 60° environ.
2) — Le réfrigérant (d) est un réfrigérant d’ETAIx, de 30 cm. de long.
3) — L’acétaldéhyde formée est entraînée dans une seconde fiole
d’Erlenmeyer, de même forme et de même capacité que la précédente. Elle est fermée par un bouchon de caoutchouc percé de deux trous : dans l’un passe un tube coudé à 30° qui se raccorde au réfrigérant par un bouchon de caoutchouc, dans l’autre passe un tube qui plonge au fond de la fiole et qui s’élargit au sortir de celle-ci en un cylindre de 4 em. de diamètre (f). Ce cylindre contient des billes de verre sur une hauteur de 3 à 4 cm. ; il est fermé à son extrémité supérieure par un bouchon et porte un peu en dessous une tubulure latérale qui permet de le relier à la trompe à vide.
TECHNIQUE
L: prise d'essai contenant 10 mg. environ d’acid2 lactique est introduite dans la fiole (a) avec 10 cc. de solution sulfurique de suifate de manganèse (1) qui sert de catalyseur, et assez d’eau distillée pour amener à un volume final de 80 à 100 ec. On porte à l’ébullition tout
(1) Réactif sulfurique de SO ,Mn : SO,Mn 100 g SOA 284 cc.
H,0 qs1000 cc.
FIGURE 4. — Appareil pour le dosage de l'acide lactique
en faisant une aspiration à la trompe. Au bout de 5 minutes, on enlève l’ensemble de la fiole (e) et du cylindre (f), et on les rince tous deux soigneusement à l’eau distillée.
Cette ébullition préalable a pour but de chasser les corps aldéhydiques et cétoniques préexistants qui fausseraient le dosage. Bien que je n’aie jamais décelé la présence de tels produits dans les liqnides de culture, je me suis astreint par prudence à cette opéraion.
On introduit ensuite dans la fiole (e) 10 cc. d’une solution de bi-sulfite de Na titrée à 1 p. 100 de SO:. On rétablit les connexions de l’appareil que l’on relie à la trompe et on porte de nouveau la fiole (a) à l’ébullition. On y introduit, à l’aide du tube à brome (b), goutte à goutte, une solution sulfurique de MnO,K N/100 (1). L'introduction du réactif doit être assez lente pour que chaque goutte
(1) Solution sulfurique de NnO,K N/100 : NnO,K N/10 LOICC SO H, N 10 cc.
H,0 80 cc.
Al —
ne tombe dans le liquide que lorsque la teinte rose produite par la précédente a complètement disparu. La cadence, rapide au début, se ralentit au fur et à mesure que s’avance la réaction. Celle-ci est terminée lorsque 5 gouttes ajoutées au liquide incolore produisent une teinte rose persistant 20 secondes.
C’est dans l’addition de MnO,K que réside toute la précision du dosage ; une addition trop rapide produit invariablement des pertes en acétaldéhyde qui peuvent atteindre 20 à 25 p. 100. Ce corps, en effet, est très oxydable et MnO,K le transforme rapidement en CO:.
La réaction terminée, la fiole (e) est enlevée de l'appareil. On rince 7 fois le tube (f) avec 5 cc., chaque fois d’eau distillée.
La fiole (e) contient donc l’acétaldéhyde en combinaison bisulfitique, en présence d’un excès de bisulfite.
Le dosage se fait en deux temps :
1) On neutralise d’abord l’excès de bisulfite avec de l’iode N/10, en présence de 10 gouttes d’empois d’amidon comme indicateur ; on s’arrête un peu avant la fin et on termine avec de l’iode N/20 jusqu'à virage bleu franc.
2) Avec 5 g. de CO;NaH, on libère le bisulfite combiné à l’acétaldéhyde et on le titre avec l’iode N/20 jusqu’à virage bleu franc stable 1/2 minute. Il ne faut pas s’occuper des teintes violacées qui précèdent le virage, elles sont dues, d’après CLAUSEN, à la petite quantité de CO;Na; contenue dans CO-:HNa.
1 cc. d’iode N/20 équivaut à 2 mg. 25 d’acide lactique.
La prise d’essai : 10 ce. de la dilution du milieu initial, correspond à 1 cc. 20 de ce milieu.
Soit n le nombre de cc. d’iode N/20 nécessaires pour oxyder SO, combiné à l’acétaldéhyde, la quantité d’acide lactique contenu dans les 25 cc. de milieu de culture sera donnée par l’équation :
Ni — nm 200 rue n. 46,875.
Le dosage pratiqué avec les précautions indiquées plus haut donne une erreur par défaut toujours inférieure à 3 p. 100.
DoSAGE DE L’ACIDE LACTIQUE EN PRÉSENCE DE GLUCOSE.
Le glucose est oxydé à chaud par MnO,K en donnant des produits aldéhydiques, et dans ces conditions le dosage de l’acide lactique devient impossible sans son élimination.
Plusieurs auteurs, CLAUSEN entre autres (loc. cit.), ont signalé, en opérant sur le sang, qu’il ne semblait pas y avoir d'entraînement d’acide lactique au cours de l’élimination du glucose. Comme les
résultats qu’ils obtiennent sont entachés d’une erreur de 10 p. 100 environ, erreur bien supérieure à celle que donne la méthode que j'ai utilisée, il m’a semblé intéressant de voir si les conclusions étaient les mêmes avec mes conditions opératoires. C’est, qu’en effet, FLEURY et P. AMBERT, puis J. COURTOIS ont montré que les hydroxydes métalliques, en milieu alcalin, employés pour l'élimination du glucose étaient capables d’entraîner aussi les polyols même de poids moléculaire peu élevé comme le glycol ; il était donc possible de penser que le phénomène s’applique également à l’acide lactique.
Je me suis servi d’une solution de N/32 d’acide lactique glucose à 1 g. 25 p. 100, dans laquelle le glucose et l’acide sont dans le même rapport que dans le sang.
Pour l’élimination du glucose, j’ai utilisé la méthode de VAN SLYKE avec SO,Cu et le lait de chaux. et celle d'AMBERT avec SO,Cu et la baryte.
DÉFÉCATION PAR LA MÉTHODE DE VAN SLYKE
J'ai suivi par l’addition des réactifs la technique des affusions parallèles successives préconisée par AMBERT et par J. Courtois. Elle consiste à ajouter successivement de petites quantités de chaque réactif en agitant chaque fois.
a) Avec les proportions indiquées par VAN SLYKE.
Sol. N/32 d’ac. lactique glucosée à 1 8. 25 p. 100 .......... Joiece Soit O0 Cuir 20D ARLON. eau os 10 cc.
Dartdecnan a MON pe TOOL Le eee tenants 10 cc.
Après 1/2 heure de contact, on complète à 100 cc. ; la contritugation donne un liquide clair exempt de glucose.
100 cc. de la solution expérimentée contiennent 281 mg. d’acide lactique ; par dosage après défécation on n’en retrouve plus que 2A6 mg. pour 100 cc. ; il y a donc une perte de 12,1 p. 100.
J'ai soumis au même traitement une solution N/32 d’acide lactique non glucosée, dont le dosage donne un chiffre moyen de 277 mg. d’acide lactique pour 100 cc., donc inférieur de 13 p. 100 au chiffre théorique. Après défécation par SO.,Cu et le lait de chaux, cette solution ne contient plus que 249 mg. p. 100 cc. d’acide lactique ; soit une perte de 11,4 p. 100.
On constate donc, compte tenu de l’erreur inhérente au dosage, un entraînement d’acide lactique de l’ordre de 10 p. 100.
b) Avec les proportions indiquées par FRIEDMAN, COTONIQ ef
SCHAFFER.
tite
Ces auteurs, dans leur méthode (loc. cit.), emploient des proportions de réactifs différentes de celles de VAN SLYKE :
Sol. N/32 d’ac. lactique glucosée à 1 g. 25 p. 100 et neutra-
liséerpar NaOH métier ou RHIN ESC ME Tnt 5 cc. Pauroistillée einer TALENTS ER IE Er 251CC.
Solution derS0:GurétdOpidOOMEET Ie HIER RM aINNOR 4 ce. Lait déchauxralUspd O0 oem RARE QUE EE ROME 10 cc.
On ne constate plus dans ces conditions qu’une perte de 5,5 p. 100 d'acide lactique.
Alors que l’entraînement semble indépendant dans une large mesure des quantités de réactifs défécants, il diminue un peu avec la dilution de la solution :
Sol. N/32 d’ac. lactique
glucosée à 1 g. 25
PRIOR as Tete Dee: 9 CC. 9 CC. de
Eau. disullée 50,5:5040: lice 20 cc. 25 cc. 49 CE.
SO Cr MOD MODE TENTE 4 cc. 4 ce. 4 cc.
Lait de chaux à 10 p. 100 lOcec. 10 cc. 10e, 10 cc. Perte ce he 7:1p. 1006 D. 100055 p.100 CD ACD
DÉFÉCATION PAR LA MÉTHODE D’AMBERT
J'ai opéré comme le recommande l’auteur à 0° dans la glace fondante :
Sol. N/32 d’ac. lactique glucosée à 1 g. 25 p. 100 ........ 25 cc. S6lutiontde SO CHMAMOIDMODRPE ER ER Re JV. 5 Pate AN RE A ae ee ne re 60 cc.
Les réactifs défécants sont ajoutés par affusions successives. On complète à 100 cc. après 1/2 heure de contact, et on centrifuge. 50 cc. de ce liquide sont additionnés de 5 ec. de SO,H, au 1/10 et centrifugés à nouveau. Le liquide clair, privé de glucose, sert au dosage de l’acide lactique.
Après défécation, le dosage donne un taux moyen de 228 mg. d’acide lactique p. 100 au lieu des 281 mg. initiaux, soit une perte de 19 p. 100 en acide. Avec une solution N/32 d’acide lactique non glucosée, traitée par les réactifs déféquants, on trouve des chiffres semblables.
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Nous venons de voir que dans les deux cas l’acide lactique est entraîné au cours de l'élimination du glucose et plus énergiquement en présence de la baryte que de la chaux.
Il est possible d'éviter l’élimination du glucose, en extrayant par l’éther, comme l’ont fait CLAUSEN (loc. cit.), TANAK4 et ENDo (1929), l’acide lactique contenu dans la solution. Mais ces méthodes nécessitent des opérations longues et un matériel encombrant et coûteux qui se prête difhcilement à un travail en série,
J'ai tourné la difficulté en utilisant pour mes expériences avec l’acide lactique des milieux sans glucose. Dans ces conditions, la méthode de culture directe devenait inapplicable, car de tels milieux ne permettaient pas le développement du mycélium, et j'ai dû avoir recours à la méthode des voiles solides.
E) Dosage de l’acide acétique.
Jai utilisé la méthode de DUCcLAUX par distillation fractionnéz. Elle est basée sur les lois de la distillation formulées par cet auteur :
Si en distillant une solution à 1 ou 2 p. 100 au maximum d’un acide volatil, amenée à un volume constant de 110 ce., on recueille 10 prises successives de 10 ce. exactement mesurés et qu’on les sature par une solution alcaline, les nombres de cc. de la solution alcaline nécessaires pour les saturer sont tels que :
1°) la marche des nombres dans cette série d’opérations est caractéristique de l’acide employé ;
2°) il existe un rapport constant entre la quantité d’acide introduite dans le ballon et la quantité qui a distillé à un moment quelconque, de sorte que l’on peut tirer, de la quantité passée dans les 10, 20, 30, etc., premiers centimètres cubes, la quantité iotale de l'acide introduite dans le ballon.
La distillation doit être conduite assez rapidement pour que l’opération ne dure pas plus de 50 minutes en tout.
DucLauUx ne donne pas de détails pour la construction de l’appareil distillatoire ; mais j’ai pu constater que le fait de faire précéder le tube à dégagement d’un petit réfrigérant à pointes, destiné à arrêter des gouttelettes du liquide en ébullition, faussait sensiblement les résultats.
Je me suis servi d’un appareil distillatoire constitué essentiellement par un ballon en Pyrex de 250 cc., relié par un tube à dégagement, de 20 à 25 cm. de hauteur, à un réfrigérant à boule terminé par un tube effilé (fig. 5).
RU TECHNIQUE
La prise d'essai, additionnée de 5 cc. d’acide phosphorique destiné à libérer l’acide acétique, est amenée à un volume de 110 cc. Il est difficile de recueillir des prises successives de 10 cc. avec exactitude, et pour diminuer les erreurs de lecture j'ai porté leur
FIGURE 5. — Appareil pour le dosage de l'acide «cétique
volume à 20 ce., en recueillant le distillat dans des ballons jaugés de cette capacité ; j’ai borné leur nombre à 3, les deux derniers servant de contrôle au premier.
Les trois prises sont alors saturées par NaOH N/20 en présence de phénol-phtaleine. Il est commode de se servir d’une burette de capacité assez grande et de ne pas la remettre au zéro après chaque opération, on a donc par simple lecture les volumes de NaOH nécessaires pour saturer les 20, 40 et 60 premiers centimètres cubes de distillat.
Les rapports entre le volume de liqueur alcaline nécessaire pour saturer l’acide qui passe dans les diverses fractions et le volume nécessaire pour saturer l’acide de la prise d’essai ont été calculés par Ducraux ; ils sont donnés pour l'acide acétique dans la table suivante
AK
Vol. de distillat : 1lOcc. 20 cc. 30 cc. 40 cc. 50 cc. Rapport : 5,9 129 18,7 25,0 327
Vol. de distillat : 60 cc. 70 cc. 80 cc. 90 cc. 100 ce. Rapport : 40,4 48,7 510 62,5 80
Si donc on trouve pour les 20, 40 et 60 premiers centimètres cubes de distillat des volumes a, b et c de liqueur alcaline, le volume X nécessaire pour saturer la totalité de l’acide sera donné par les formules :
x —?X OUR DE 100 "C5 14100 2 2j Lo
et comme 1 cc. de NaOH N/20 équivaut à 3 mg. d’acide acétique. il est facile de connaître la quantité totale d’acide contenue dans la prise d’essai.
F) Calcul du degré de dissociation et du reste de dissociation dans les solutions acides complexes.
Les dosages chimiques qui viennent d’être exposés vont nous permettre de connaître la quantité d’acide restant dans le milieu après culture et par différence la quantité consommée pendant le temps de l’expérience. Mais il était nécessaire, pour le but poursuivi, de connaître également l’état de l’acide fourni au champignon. En d’autres termes il fallait pouvoir calculer la quantité d'ions et de molécules entières de l’acide présents dans la solution.
Les travaux de SGRENSEN et de MICHAELIS ont montré qu’on pouvait connaître dans un milieu complexe contenant un acide en solution, non seulement la concentration des ions H fournis par la dissociation de cet acide, mais aussi la concentration de ses anions et de ses molécules non dissociées.
CAS D’UN ACIDE MONOBASIQUE
On appelle degré de dissociation a, le rapport de l'acide dissocié (S) à la masse totale M de l’acide utilisé : -(S) (1) DEN
Le reste de dissociation q est égal au rapport de l’acide non dissocié à la masse totale de l’acide sous toutes ses formes :
M—(S) Mare ne je
= ve
mais l'application de la loi d’action de masse nous donne la formule :
K (D x (8) (3) (SH) où K est la contante de dissociation de l'acide (SH) Ja masse totale de l’acide non dissocié en ions (S) et (H). La relation (3) peut aussi s'écrire :
ES (H) HE
En connaissant la constante K on peut donc calculer la valeur de a puisque la grandeur (H) est mesurable expérimentalement.
La courbe représentative obtenue dans ces conditions est peu caractéristique, mais elle le devient si l’on emploie la notation logarithmique pH de SGRENSEN. La formule devient alors :
ï ra K
pH Tr - pH eur K + 10
La courbe de cette fonction obtenue en portant en abeisses les valeurs de pH et en ordonnées les valeurs correspondantes de a est une courbe en S présentant un point d'inflexion pour :
DST tres
ER I 10 ou P og K
ce qui donne pour cette valeur :
Cette valeur est caractéristique de l’acide employé et représente le point de demi-saturation. Les courbes obtenues avec différents acides peuvent se déduire les unes des autres par translation parallèle à l’axe des pH.
L’équation de q se déduit de (2) et donne en remplaçant M par sa valeur :
(SH l 1 Hs (:) aa | (SH) + (S) : K 10 &. + K El
La courbe est symétrique de la précédente par rapport au point d’inflexion.
La concentration de la molécule non ionisée sera donnée par la formule :
Cm'== <q
Prenons comme exemple le cas de l’acide lactique. La valeur de sa constante de dissociation K est de 1,38 X 10-4. Son point de demisaturation est à
et à cette valeur A — 0) Pour des pH de 3, 4, 5 et 6 les valeurs de a et de q obtenues par l’application des formules (6) et (7) sont les suivantes :
PH | 3 4 5 6 a 0,121 0,58 0,93 0.993 q | 0,879 0,42 0,07 0,907 La concentration en molécules non dissociées par litre d’une solution N/10 sera pour ces pH :
pH 3 4 9 6 cm 7,92 0,42 0,067 0,007
Aie 2) CAS D'UN ACIDE BIBASIQUE.
Il faut ici considérer deux séries d'ions, l’ion acide et l'ion neutre. L’acide (SH,) se dissocie en deux phases (SH) et (5). Nous aurons deux degrés de dissociation représentés respectivement par les formules :
SH) (1) OM
__ 6) (2) et AD — M
le reste de dissociation q sera donné par l’équation :
MCE E)] (3) a M Ces acides ont pour chaque phase une constante de dissociation particulière et, en appliquant à ces deux phases la loi d’action de masses, on obtient :
-__ (D (S _ (D (SH) (© K; — _ (Sa) et ÉD De) __ (1) (5) (5) et = AC LORD K, comme d’autre part :
M — SH, + (SH) + (S) (6) on obtient en remplaçant dans (1) et (2) M par sa valeur tirée de (6) : at— CP (0) (SH2)-+ (SH) + (6) FE (S) (8) 7 (SH) + (SD +(S)
En remplaçant (SH,) et (SH) par leurs valeurs tirées de (4) et de (5) les équations deviennent :
(H) (S) (9) nt K2 I l RTE (H) (H) (S) , (H)(S) _ Re are: S ; .
CES
a D au +. EE SE (10) (H) (H)(S) , ()(S) (HOSSES CE) Ton UC) RAR, ee et enfin ER les (11) D H (D)?
Les valeurs de K, et K: étant connues, il est facile de déterminer la courbe représentative de ces fonctions. Dans ce cas également elle est bien plus caractéristique si l’on emploie la notion pH.
Les courbes de q et de & ont une forme analogue à celles obtenues avec les acides monobasiques, et présentent un point d’inflexion respectivement aux points ayant pour abcisses :
DE =I0n étpH—I0e
et pour ordonnées 0,5.
La courbe de a; a une forme particulière et présente un maximum à un point dont les coordonnées sont faciles à calculer à l’aide de la dérivée DDR RS (HRK) d'H) (+K,.H+K..K.)°
qui s’annule pour :
PE K1 K z ou pH — log.
J V Ka
A cepsint a —
pe
Prenons comme exemple l'acide oxalique. Ses constantes de
dissociation sont :
K=5561107 et K5 = 49/10 Le point d’inflexion des courbes de q et de a, sera respective-
ment à
pH = 10, = 1,42 et pH los: a G31
Le maximum de a, esta pH — log. VF — 200 1 K2
Voici sous forme de tableau, pour les pH 1, 2, 3, 4 et 5, les valeurs de q 4; et 4 et la concentration par litre en molécules non
dissociées d’une solution N/10 d’acide oxalique.
pH q (2 | a, Cm ?p. 1000 ji 0,725 0,275 0,004 3,26 2 0,207 0,789 0,046 0,93 3 0,024 0,93 0,328 0,11 4 0,002 | 0,67 0,83 0,01 5 0 Ù Care 0 0 En TRE TEEN RESSENTI ERP SU SERRE RRNRET ANSE USERS |
ETUDE DE LA CONSOMMATION DE L’ACIDE OXALIQUE
Il eût fallu, logiquement, commencer l’exposé de ce travail par l’étude d’un acide monobasique ; je commencerai cependant par l'acide oxalique parce que c’est avec lui qu’ont débuté mes expériences et que j'ai précisé les conditions expérimentales. C’est avec cet acide également qu'ont été effectuées les expériences de SAKAMURA qui sont à la base de ce travail.
Les divers auteurs qui l’ont utilisé lui ont, en général, reconnu une valeur alimentaire assez médiocre surtout dans les milieux privés de sucre.
C’est ainsi que CZAPEK, en 1901, a obtenu en présence de sucre äe bonnes récoltes avec le sel ammoniacal, mais en absence de sucre des récoltes insignifiantes.
RAvIN, lui aussi, a obtenu de très mauvaises récoltes de Penicillium glaucum sur milieu sans sucre, et l’acide oxalique s’est montré de beaucoup le plus toxique de ceux qu’il a utilisés.
Pour KIESsEL, l’acide oxalique, acide bien dissocié, a une toxicité sur Aspergillus niger de l’ordre de celle de SO,H:.
BUTKEVITSCH (1922) a obtenu avec Citromyces de bons développements.
Enfin il n’a fourni à BacH (1925) avec l’Aspergillus repens que des cultures peu luxuriantes la plupart du temps, malgré la présence de sucre.
L’acide oxalique est connu depuis longtemps comme un des
Aire
produits du métabolisme des champignons inférieurs (WEHMER, 1891).
Après les travaux de RAISTRYK et CLARK (1919), nous devons à MorLiarD (1919-1924) de très belles recherches sur la formation de cet acide par l’Aspergillus niger. I1 faut, d’après cet auteur, distinguer l’acide oxalique de neutralisation qui se forme chaque fois que le champignon a à lutter contre des phénomènes d’alcalinisation, et l'acide oxalique de fermentation.
L’Aspergillus niger, cultivé sur un milieu contenant tous les éléments minéraux dont il a besoin, respire normalement en oxydant le glucose au maximum, c’est-à-dire jusqu’au stade CO, et H,0. Mais lorsque l’équilibre minéral n’est pas réalisé, sa respiration devient incomplète. Dans un milieu pauvre en azote, l’oxydation s’arrête au stade acide citrique ; l’insufhisance de phosphore amène la production du mélange d’acides citrique et oxalique ; enfin en diminuant le taux de potassium, il se forme uniquement de l’acide oxalique.
BERNHAUER (1928) continue les travaux de MoLLIARD sur l’Aspergillus niger, et il est amené à la découverte de l’oxydase.
Il est possible d’ailleurs que l’oxydation des glucides se fasse au moins en partie par étapes successives. BUTKEWITCH (1922-1924) a constaté sur 10 espèces de champignons que les quantités relatives d'acides citrique et oxalique qui se forment sur des milieux pauvres en azote sont le plus souvent inversement proportionnelles. D’autre part, en fournissant à un champignon de l’acide citrique ce corps disparaît et il se forme de l’acide oxalique.
Ces faits laisseraient supposer que le champignon produit d’abord de l’acide citrique, puis qu'il oxyderait celui-ci pour le transformer en acide oxalique.
Enfin pour KoSTyYCHEW et TSCHESNOKOW, cette production d'acides résulterait du fait qu’en l’absence d’azote les produits de dégradation des glucides ne pourraient plus servir à la synthèse protéique et s’accumuleraient dans la cellule puis par exosmose dans le milieu extérieur.
Cet exposé rapide montre l'importance physiologique de l’acide oxalique et partant l'intérêt qui s'attache à l'étude de sa consommation.
L’acide oxalique, de formule CO;H-CO,H, est le plus simple des acides bibasiques. Par sa première fonction, c’est un acide fort, presqu’aussi dissocié que SO, H;, tandis que c’est un acide faible par presqu'aussi dissocié que SO, H:, tandis que c’est un acide faible par
An
sa deuxième fonction. Au point de vue de sa dissociation, voici quelles sont ses caractéristiques (1)
TABLEAU I
pH a a, a, pH q a, a, 1,6 39,7 60,13 0,17 4,2 O,L 56,3 43,6 1,8 29/4 70,4 0,2 A 0 44,8 55,2 2 20,7 78,9 0,4 4,6 0 33,9 66,1 2,2 141 | 852 0,7 2511000 AA | 75,6 | 24 9,4 89,5 Hit 5 0 16,9 83,1 2,6 6,1 2 1,7 5,2 0 11,4 88,6 | 2,8 8,9 98,2 2,9 5,4 0 7,5 92,5 | 8 2,4 93 4,6 5,6 0 4,9 95,1 3,2 1,5 91,4 al 5,8 0 3,1 96,9 3,4 0,9 88,3 10,8 6 0 2 98 3,6 0,6 83,2 16,2 6,2 0 1,3 98,7 3,8 0,3 76.2 23,5 6,4 0 0,8 99,2 4 0,2 67 82,8 |
Concentration pour 100
0 # 2 J Fe ÿ 6 7
FIGURE 6. — Courbe de dissociation de l'acide oxalique
(1) Ces chiffres ont été pris dans l'ouvrage de SCUDDER (191-È). (2) Les valeurs de q, &, et &, ont été conventionnellement rapportées à 100.
2 DNOEre
Ki: — 3,8 10-2 Log. Fm A PC K1 K2 — 4,9 10"5 Log. = 4,31 Los. — 2,86 °E K: K2 si
En calculant d’après ces données les valeurs de q, a; et a, en fonction du pH, on obtient les résultats portés au tableau I. Leur représentation graphique donne les courbes de la figure 6:
CHAPITRE I. — ETUDE DE LA CONSOMMATION DE L’ACIDE OXALIQUE PAR L’ASPERGILLUS NIGER VAN TIEGHEM
L’Aspergillus niger est, probablement de tous les champignons inférieurs, celui qui résiste le mieux aux divers agents toxiques, que ce soit les ions H ou d’une façon plus générale les antiseptiques, parmi lesquels il faut compter les acides, comme nous l’avons vu précédemment.
C'était donc un organisme de choix pour ce genre d'étude, puisqu'il peut végéter en présence d’une quantité relativement forte d’acide sur une zone étendue de l’échelle des pH. 1°) EXPÉRIENCES EN CULTURE DIRECTE.
SAKAMURA, dans son travail, employait des volumes de milieu de culture de 100 cc. et 50 cc., quantités qu’il reconnaît trop considérables pour avoir une appréciation exacte du pH après culture. C’est qu’en effet l’équilibre sur un milieu présentant une certaine épaisseur se réalise assez lentement, si bien que la partie supérieure du liquide, qui, en contact direct avec le champignon, lui assure sa nourriture, a une composition et notamment un pH bien différent du reste du milieu.
Pour éviter cette erreur dans la mesure du possible, j’ai réduit à 25 cc. le volume du milieu utilisé. Dans ces conditions, la couche qu’il forme est très mince (moins de 1 centimètre), et l’équilibre peut s'établir rapidement.
EXPÉRIENCE Î (tableau IL, fig. 7)
Milieu de culture : Série I Série 11 Oxalaterde K-N7/2...:.15..u0 0 6 cc. 25 Constante minérale A (1) ...... 5 ec. 5 cc.
Sol. de NOSNHA à 5 p. 100 .... s5cc. Dec.
Cons ren biefer 1 g. 125 1 g. 125 Eau. distilléé 54.0 ce d. & 20 cc 25 ec:
(1) Formule de la constante minérale A :
Phosphate monopotassique ............ 28.5 Sulfate de magnesium MgsSO,. ES co 1 g. 25 Perchlorure de fer à 2 p. 100 .......... 1 goutte
HAN S DIRE MAS mn ra senmoss 100 cc.
Tableau IT Série 1 Série 11 Acoxalique imtial 777 0 140 mg.
DH Gutial CR RCE 3,606 4,80 Glucos imital 2.2.7 pr ts IA DE Durée de la culture ........ Variable.
Durée Récolte Glucose Ac. oæ@li- Consom en my. finat final mation en my. en my.
MERE Li Hi
SW Sois
Go =1 D OU D 19 N NN N Hi 19
_ [ol
En BA
en
Le]
SSDOOSE YO | OO OS
FReR loco
as
O0 =1 D OU Go LÔ SUD Et N Le)
Les expériences de la série [ montrent que dans ces conditions l’Aspergillus niger ne produit pas d’acide oxalique.
La consommation de l’acide, rapide au début malgré la présence de glucose, s'arrête au quatrième jour bien qu’à ce moment tout le glucose aie disparu. ' Comme le pH est passé du troisième au quatrième jour de 3,32 à 4,95, c’est donc entre ces deux valeurs que se place la limite de la consommation de l’acide oxalique.
La représentation graphique donnée figure (7), sous forme de courbes à doubles entrées, met plus nettement en évidence l’allure de cette consommation.
En se reportant à la courbe de dissociation de l’acide oxalique (Fig. 6), on s’aperçoit que le phénomène coïncide assez bien avec la disparition dans le milieu de culture de la phase molécules non dissociées, qui «e produit vers pH 3,5—4.
Mais les variations trop rapides du pH, causées par la quantité de milieu trop faible pour l'énergie d’attaque de l’Aspergillus niger, rendent difcile la recherche de la limite exacte de la consommation.
L’acidification vient en partie de la dégradation du glucose en acides variés, mais surtout de la source d’azote. En présence de
fees
Acide Üxalique consomme en ng.
7emps en jours
FIGURE 7. — Consommation de l'acide oxalique en fonction du pH Courbe 1 : Variation du pH en fonction du temps. Courbe 2 : Consommation de l'acide en fonction du temps.
NO;NH, et pour cette zone du pH, le champignon consomme presqu’exclusivement l’ion NH,, libérant ainsi une quantité importante de radicaux acides NO:.
L'emploi de NO;K seul, rend au contraire obligatoire pour le champignon la consommation de l’azote nitrique qui entraîne une diminution de l’acidité par libération de radicaux basiques.
Pour augmenter encore les chances de voir se préciser la limite cherchée, j’ai employé simultanément des milieux ajustés à des pH différents, étagés sur la zone qui nous intéresse. Les résultats de ces expériences sont rapportés au tableau IIT, et montrent que dans ces conditions l’Aspergillus niger produit des quantités importantes d’acide oxalique.
Bien qu’on ne puisse tirer aucune conclusion précise de telles expériences, on peut cependant faire quelques remarques. Le
mycélium de la série 1, après 3 jours de culture sur un milieu dont le pH a varié de 2,25 à 2,96, a consommé une quantité déjà appréciable d’acide. Le milieu de la série 2 passant de pH 3,25 à pH 4.14 a conservé la même teneur en acide, fait dû vraisemblablement à une consommation initiale suivie de production. Sur les milieux Jes moins acides (séries 3 et 4), au contraire, la production de l'acide est apparue dès le début. On retrouve donc encore dans ces expériences une consommation dans les milieux plus acides que pH 3,5 qui n'existe plus aux pH supérieurs.
Il est également intéressant de noter que si d’après les conclusions de SAKAMURA et les résultats obtenus dans ma première expérience, la consommation n’a plus lieu aux pH supérieurs à 4, indiquant une imperméabilité de la membrane cellulaire dans le sens dehors-dedans, l’acide oxalique formé à l’intérieur de l’hyphe mycélienne, en peut cependant sortir à ces pH.
EXPÉRIENCE II (Tableau III)
Milieu de culture :
Sol. d’oxalate de K N/2 ...... 2e.
NOK RES ACCESS. 10 g. Constante minérale B (1) ..... 50 cc.
HON'e-mar trmeReea Variable Fourdistilléeenns Cr re 1000 ce.
Ajusté à quatre pH différents : 2,25, 3,25, 4,48 et 6,45, et réparti à la dose de 25 ce.
(1) Formule de la constante minérale B :
RELPO, .............2...00. 13 g. 60 IRC ete cite 7 g. 59 MaS0,. HO ................ 4 g. 92 DONONE RER Ce 0 g. 10 Fe TER Ce de roue 1 goutte
Eau Didistillce nat q s 500 cc.
EXPÉRIENCES PAR LA MÉTHODE DES VOILES SOLIDES
Devant les difficultés soulevées par les expériences précédentes, j'ai poursuivi les recherches en utilisant la méthode des voiles solides décrite plus haut.
Choix du milieu de culture initial.
Le milieu de culture préconisé par BACH pour l’obtention des voiles d’Aspergillus niger a la formule suivante :
Constante minérale B sans fer .... 20 EC D HTODETSAUCTE DE 2e ete eee des à 90 g.
Tartrate d’ammoniaque .......... De.
Pamordihaare rec q. s 1000 cc.
Milieu double dc.
Wal et HE Variable Lau distillee ad f0ec
2 1 0 1 _ p) 4 2] 6 7 ê Wadh N HUN 70 10 FIGURE 8. — Courbes d'ajustage des milieux de substitution Courbe 1 : Milieu complet.
Courbe 2 : Milieu sans glucose.
Courbe 3 : Solution d'oxalate de K N/8.
Il donne des voiles bien formés et bien étalés, mais le champignon sur ce milieu produit des quantités appréciables d’acide oxalique qui peuvent fausser plus tard les résultats.
Après essais, j'ai utilisé des milieux ayant la formule suivante :
ConstantemMenle Are 100 ec.
Sol.,.de NON ar5 np 100 Te 100 cc.
Gincose Le RER NN Se Se 2 PATES
Eau distillée
Eee
Réparti dans les fioles à culture à la dose de 50 ec. et ensemencé avec des spores d’Aspergillus niger dans les conditions décrites précédemment, il donne après 5 jours de culture à l’étuve à 30° de beaux voiles non gaufrés qui offrent en outre l’avantage d'être d’un poids très constant.
a) Consommation de l'acide oxalique par l'Aspergillus niger Sur un milieu de substitution complet.
J'ai laissé pendant 8 heures à l'étuve à 30° les voiles d’Aspergil. lus en contact avec un milieu de substitution de même composition que le milieu de culture de l’expérience I, mais ajusté à quatre pH différents échelonnés de 2 à 5.
EXPÉRIENCE III
Sol. d’oxalate de K N/2 ........ 6 ce. 25 Sol. de NO;NEH, à 5 p. 100 ...... 5 cc.
Constante minérale À .......... » cc.
PORN OR Rs ne 2 Variable Panidisnliee sente is 25 ce, TABLEAU IV Acideoxalique initialten4h 140 heures IBUTES. CNRC PERS PT 8 heures
pH Récolte AC. Ox&li- C'onsom- Série initial en my. que final mation en my. en my.
OO
Contrairement à ce que l’on aurait pu attendre des expériences en culture directe, la consommation de l’acide semble indépendante du pH pour une zone allant de pH 2 à pH 5, puisque dans cette expérience la consommation est à peu près la même dans les quatre séries. (Tableau IV).
Dans les trois premières séries l’acidité n’est pas descendue audessus de pH 4 et le mycélium avait encore à sa disposition une certaine quantité d’acide oxalique à l’état moléculaire qui pourrait expliquer la consommation constatée ; et comme dans la série la plus alcaline (série 4) l’acidification est importante, il est possible de penser que, dans ce cas, l’acidité du liquide au contact du mycélium s’est élevé assez pour permettre cette consommation.
La détermination exacte de la différence de pH entre la partie supérieure et le reste du milieu est délicate. Je n’ai pas cherché à la mesurer exactement, mais par une expérience sommaire à en obtenir l’ordre de grandeur.
Dans deux fioles de la série 4 après 8 heures de contact à l’étuve à 30°, les mycéliums sont retirés le plus délicatement possible et mis à égoutter retournés sur le bord d’un entonnoir. Les quelques gouttes ainsi obtenues augmentées de la petite quantité d’eau de lavage de la face inférieure du mycélium avec un petit jet de pissette d’eau bidistillée, sont recueillies dans un tube à essai pour en prendre
le pH.
J'ai obtenu les résultats suivants
1 2 pH du liquide au contact du mycélium 4,49 4,67 pH du reste du milieu de culture .... 4,58 4,81
La différence ainsi constatée est appréciable, et elle est en réalité plus grande encore si l’on tient compte de ce que le liquide interstitiel dans lequel baignent les hyphes mycéliennes n’a pu être recueilli par ce procédé, et que d’autre part la dilution a augmenté le pH.
L'hypothèse émise plus haut paraît donc se vérifier ; et il semble qu’en évitant une acidification trop rapide on doive retrouver un phénomène présentant une allure analogue à celle de l’expérience I.
Le remplacement de NO;NH, par NO:K permettrait d'éviter cette acidification. Mais, de même qu’en culture directe (expérience [1), l’Aspergillus niger produit en présence de cette source d’azote des quantités importantes d’acide oxalique qui rendent l’interprétation impossible.
EN 1 ER
Une solution pratique consiste à tamponner le milieu. Trois tampons convenaient pour la zone de pH : le tartrate, le citrate et le phtalate ; mais le tratrate était pour moi inutilisable parce qu’en sa pré: sence l’Aspergillus produit de l’acide oxalique.
EXPÉRIENCE IV (Tableau V)
OxAlate de NeN/2.,.. 6ec..25 CPAIE PENSE LR 0 g. 245 Sol. de NO;NEH, à 5 p. 100... 5cc.
Constante minérale A ...... D CC:
[EI 6 UN AM OR Less HGINAORRRR ne, 0 Eau-disulléemn,:.:.... dos 2000 GC RE E ose le 125 TABLEAU V
Milieux de substitution citatés et glucosés :
AC. OŒ- pH Durée | Récolte pH AC. 0Oxa- Série || lique initial en en my. final que ‘initial heures final enmg. | ; en my.
8 260 5,15 121 8 251 5,22 122 I 140 4,97 ; 24 686 3,10 113 24 702 3,95 112 8 252 4,54 0 IT 0 4,79 24. 512 2,16 0
ExPÉRIENCE V (Tableau VI)
Date de IN 2 ere es Seine Phtalate acide de K N/2 ......
Sol. de NO;NH, à 5 p. 100 ...
Constante minérale À ........
CCC RE A ee
Panedistllée mere eee
Consommation en My.
TABLEAU VI
Milieu de substitution phtalaté et glncosé :
pH'initials 2077 ES SPP 4,15 Acroralique tmitale#5#20"... .s1 40e:
Durée Récolte pH Ac. oæalique | C'onsomen heures en my. final final en my. | mation | en mg.
8 198 4,46 112 28 8 187 4,53 107 33 24 290 8,99 101 Vos 54 345 3178 102 | 39
On trouvera aux tableaux V et VI les résultats obtenus avec le citrate et le phtalate.
Dans les conditions ainsi réalisées les variations de pH sont faibles. Il est à remarquer que dans les deux cas, il se produit une alcalinisation initiale marquée.
BAcH l’avait déjà signalé en cultivant l’Aspergillus repens sur les sels ammoniacaux d’acide gras. REICHEL, avant lui, avait constaté le même phénomène chez un Penicillium et l’attribuait à une réaction de défense de l’organisme contre une substance toxique. Je pense avec BACH qu’une conception aussi étroitement finaliste n’est guère défendable, le citrate entre autres n’étant pas toxique.
Bien qu’au bout de 8 heures le milieu aie subi une alcalinisation importante, on observe une forte consommation d’acide oxalique, qui se poursuit dans les 12 heures suivantes en dépit d’une acidité qui ne s’est guère élevée au-dessus de pH 4.
Il faut donc admettre que dans ces conditions l’acide jeut pénétrer sous une autre forme que celle de molécules non dissociées.
b) Consommation de l'acide oxalique par l’Aspergillus niger sur un milieu de substitution sans glucose.
L'emploi d’un milieu de substitution privé de glucose va nous permettre, en diminuant l'intensité de l’attaque par le champignon, de suivre avec plus de précision l’allure de la consommation.
Les expériences ont porté sur des milieux de pH échelonnés de
à 6,25 (Tableau VII
EXPÉRIENCE VI (Tableau VII, Figure 9)
Sol. d'oxalate de K N/2 ......... É cer 20 Sol. de NO,NH, à 5 p. 100 ...... DC:
Constante minérale À ........... 5 cc.
HCISRENAO RE Lu Variable ORORCAIIÉS 2 MST RS GÉMPANTE
Ac. oxalique initial ...... 140 mg.
DATE ER Un 8 et 24 heures jus ÉTÉ RES Variable
pH |Durée pH | Récolte | Ac. oxalique | Consominitial | heures en my. final mation " en en my. en my.
RS = Go eo
dial 121 19 170 125
H [coco coco | co Fa &%
Qt | BR ER
We ar
Es Eee
EE
Do oo |oc
On trouvera figure 9 la représentation graphique des résultats obtenus.
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FIGURE 9. — Consommation de l'acide oxalique sur un milieu de substitution sans glucose, en fonction du PH En abcisses les valeurs du pH, en prenant pour cette valeur la moyenne entre le pH initial et le pH moyen après 8 heures et après 24 heures de contact. En ordonnées l'acide consommé en milligrammes [moyenne des 2 expériences). Courbe | : Consommation après 8 heures de contact. Courbe 2 : Consommation dans les 16 heures suivantes.
Courbe 3 : Consommation après 24 heures de contact.
La consommation de l'acide oxalique s’annule pratiquement vers pH 6.25, c’est-à-dire, en se reportant aux données des courbes de dissociation de cet acide, lorsque la phase ion oxalate acide disparaît de la solution.
Mais alors que les courbes de consommation après 8 heures et 24 heures sont peu caractéristiques, la consommation de la 9° à la 24 heure, calculée en prenant la différence entre les moyennes des
consommations après 8 et 24 heures de contact, suit une courbe bien régulière. Cette courbe dans sa partie la plus alcaline suit assez bien la courbe de la phase ion oxalate acide. Mais aux environs de pH 3,5, elle se redresse brusquement au lieu de s’infléchir, comme cela devrait se passer, si l’ion oxalate acide était seul en cause. Ce brusque redressement coïncide avec l'apparition des molécules entières et ne s’explique qu’en admettant une perméabilité plus grande aux molécules non dissociées qu’aux ions oxalate acide.
Les irrégularités de la consommation après 8 heures de contact incitent à penser qu’il y aurait là un phénomène secondaire sur lequel je reviendrai plus tard.
c) Consommation de l'acide oxalique sur un milieu de substituq
tion composé d'une solution d’oxalate de K seul.
EXPÉRIENCE VII (Tableau VIII)
Milieu de substitution :
OMhte dedeN/2 0.0. Rx 66625 NO EN D Re mnt Variable Han idistillée en ere gs 29 cc.
TaBLeAu VIII
Consommation de l’acide oxalique sur un milieu ae substitution sans glucose et sans constante minérale.
Acide oxalique initial ....;..... 140 mg.
Durée rer tenter saute 8 heures RÉDUISANT Variable
Série pH pH Récolte Ac. oxalique | Consommainitial final en my. final en m9. | tion en mg.
En utilisant comme milieu de substitution une solution d’oxalate de K N/8 ajustée à différents pH j'ai obtenu des résultats analogucs à ceux de l’expérience précédente. (Tableau VIII).
d) /nfluence de la température sur la consommation de l’acide oxalique sur un milieu de substitution complet.
J'ai recherché l’action du champignon sur un milieu de substitution complet à la glacière (température de + 1° à -L 2°) et à l’étuve
EXPÉRIENCE VIII (Tableau IX)
Milieu de substitution :
Ole de RON... 6 éc: 25 Sol de NON Ep 10072, 5 cc.
Constante minérale A .......... Hice- Glübose nue 1 g. 125 NaOHIN ID MNT EURO Se 0 cc. 5 Eau delle este CRE een ds 29/cc.
TABLEAU IX
Acide oxalique initial..." 140 mg.
DH mar ee Ne ee SPA D'UTÉE sens de SR IR Variable ÉRIDÉTAIUTE AC ee RE Variable Tempé- | Duréeen| Récolte pH Ac. oralique \Tonsommarature | heures en mg. | fin Jinal en ing. tion En mg. 8 205 > 140 0 1° 24 202 > 137 3 36 ATARI 128 12 8 219 | 5,64 129 11 DNNS 215 | 5,74 128,5 din 20° | | 94. 447 250 | 110% | 9,5 24. | 448 2,69 | ES 27,5 = > | : :
8 360 366 | 126,5 13,5 (LS 390 | 3,48 | 125,5 14,5 30° | | 24 GrOME ST 94 46 | 94 | 651 | 2,42 92,5 47,5 a — ——— * ———————— | a | ee — s | 264 5.27 115 95 8 | DT CL 1145 2035 40° | : | 24 | 636 | 2.90 | 11225 | 279 24 | G42 2,68 il 29
aux températures de 20°, 30° qui est la température optima, et 40°. (Tableau IX).
À la glacière le mycélium est à l’état de vie ralentie et les échanges sont très lents. La consommation nulle après 8 heures de contact, insignifiante après 24 heures, devient nettement mesurable après 36 heures.
Comme on devait s’y attendre, c’est à la température de 30° que la consommation est la plus forte après 24 heures. Elle est sensiblement la même aux températures de 20 et 40°,
La consommation dans les 8 premières heures ne suit pas les mêmes lois que celle des 16 heures suivantes.
Elle augmente avec la température, alors que cette dernière présente un maximum à 30°.
Pour les températures de 20° à 40°, le milieu a subi au bout de 8 heures une alcalinisation marquée. Cette alcalinisation initiale déjà rencontrée dans les expériences avec milieux tamponnés au citrate et au phtalate, semble bien due, comme l’a noté Bac, à un déséquilibre dans l’assimilation des divers constituants du milieu la consommation plus rapide du radical acide que du glucose et de NO;NH;, produit une libération de cations qui alcalinisent le milieu.
e) Consommation de l’acide oxalique par l’Aspergillus niger en présence de divers oxalctes et de glucose.
Il ne pouvait être question de rechercher l'influence de traces d'éléments, que la méthode des voiles solides ne permet pas : en effet, les lavages du mycélium, si complets qu’ils soient, ne peuvent le priver des dernières traces du milieu nutritif sur lequel il s’est développé.
J'ai voulu simplement rechercher si lAspergillus se comporte avec divers oxalates comme avec l’oxalate de K.
Le nombre des cations était limité du fait du peu &e solubilité des oxalates. Ces expériences ont porté sur les quatre sels suivants :
oxalates de K, NH,, Na, Li.
Pour pouvoir comparer entre eux les résultats, il était nécessaire de n’apporter au mycélium qu’un seul cation et pour cela de supprimer la constante minérale. Mais afin de respecter la pression osmotique je l’ai remplacée par des quantités équimoléculaires du chlorure correspondant à l’oxalate utilisé.
Cation Potassium :
En supprimant ainsi du milieu complet la constante minéra_e les résultats sont bien différents de ceux obtenus précédemment.
L’Aspergillus consomme tout d’abord l’acide oxalique, mais après la huitième heure il en produit des quantités importantes.
EXPÉRIENCE IX (Tableau X)
Oxalsie de KINPERE e Ércc 25 CO RSR Re 0 g. 186 CAUCOSC M RE Re ete se Da 125 HONOR re ete Dec Fauvdisullée "220 de A0 cc.
TABLEAU X Cation K :
AcroxahquenmiUa less Rite 140 me.
Ghicose Mia AR re 1125 DÉRIUSIRESS re Ce re 4,87 DUT RER RE RE 8 et 24 heures | Durée Récolte pH AC. oæalique en MA.
en heures en mg final final en mg. Différence 8 229 4,71 1290 — 45 8 238 | 4,80 136,5 — 3,5 24 248 | 2,80 220,5 — 80,5 24 248 | 3,12 174 234
Cation Sodium.
Les résultats obtenus avec le sodium sont identiques aux précédents. Cependant les échanges ont été plus actifs qu'avec le potassium ; le mycélium a augmenté de poids de façon sensible, la consommation initiale de l’acide a été plus forte, de même que la vroduction finale.
mn
EXPÉRIENCE X (Tableau XI)
CARTE NAN PR 6 cc. 25 NACRE Re ne Se 0 g. 146 CCD NE tee re le d'y. 195 CNT OP ER RE is de 1 cc. 64 JÉSV TON CS ALES RES JS Ce TABLEAU XI Cation Na :
AG. oxalique itials..-.,.-.7c: --7 140 mg.
Gincosc initial 22 Heu DA ATENIR IE RE Cr er 4,90 RC Te tee 8 et 24 heures Durée Récolte pH Ac. oxalique | Différence en heures| en mg final final en mg. en My.
Cation Ammonium.
Comme il fallait s’y attendre, c’est avec ce cation que la culture est la plus florissante. Le champignon trouvait, en effet, sur un tel milieu la source de carbone et la source d’azote.
La consommation initiale de l’acide est très importante, mais sa production finale moins considérable que dans les expériences
précédentes.
EXPÉRIENCE XI (Tableau XII) OAI IET ENNELNT2 EL Rte Üice. 29 INLS EAU RE TP EN PRE PT PE 0 g. 134 PRIPOSS AT eu ce De inbeno 1e 225 HONOR TR nee ee 0 cc. 87
Han: ChOnllée se 500 dos opsodoacs ds 25cc.
Durée en heures en mg final | final en mg. en mg 8 301 445 122 18 8 298 4,55 122 — 18 24 605 22 A 189 — 49 612 2
NU TABLEAU XII
Cation NH, :
AG vxalique initiale... 140 mg.
Glucose TMUAl Re ee 1 g. 125 PAMMIAR NIET 4,95
DURÉE ne ME Se 8 et 24 heures
Récolte pH AC. oxalique Différence
Cation Lithium.
ExPÉRIENCE XII (Tableau XIII)
Okakte dédbN/2 Re, 6 cc. 25 LG Rs EE ee 0 g. 106 Glucose ARE cs Mae a L'e125 ANT TO de nec one 0 ce. 70 bauihenllée "rome gs 25cc.
TABLEAU XIII
Cation Li :
Ac. oxalique nina rer. 140 mg.
Clicose initiale 0e er 169129 DÉDARIHALEENS EE or 4.90 M'UTÉS an DO 8 et 24 heures Durée Récolte pl AC. oæalique Différence en heures en my final | final en mg. en my.
Le cas du lithium est spécial. La consommation de l’acide est nulle, et le pH monte rapidement aux environs de 7. Cette alcalinisation est accompagnée d’une perte importante de poids du mycélium. Il y a donc eu protéolyse intense qui s'explique par la toxicité de l'ion lithium.
Cette expérience serait à rapprocher de celles d’AsSPREY (1933) qui constate que cet ion provoque une forte exosmose dans les cellules de pomme de terre.
La production d’acide dans les trois premières expériences est due à la combustion incomplète du glucose. Elle est liée, comme l’a montré MoLLIARD dans ses belles recherches sur l’Aspergillus niger, au déséquilibre minéral au sein du milieu. J’ai pu, conformément aux conclusions de cet auteur, caractériser la formation d’acide citrique, d’ailleurs peu considérable, dans les trois premières expériences.
Ces expériences montrent une fois de plus le comportement bien différent du mycélium pendant les premières heures de contact avec le milieu de substitution et les heures suivantes.
DiIscusSIoN.
Nous avons vu au début de cet exposé qu’en culture directe la consommation de l’acide oxalique par l’Aspergillus niger se fait uniquement aux dépens de la molécule non dissociée. Les expériences avec la méthode des voiles solides nous ont montré que dans ces conditions le champignon pouvait également assimiler, quoique moins rapidement, les ions oxalate acide.
Il m'a semblé intéressant de rechercher quelle pouvait en être la raison.
Puisque toutes les autres conditions sont identiques, cette divergence ne peut résider que dans la différence entre les mycéliums réagissant sur le milieu.
Ils ont poussé l’un et l’autre à la même température sur des milieux identiques ; mais alors qu'en culture directe il réagit sur le milieu même où il se forme, dans le second cas il subit, avant d’agir, des lavages successifs pendant 24 heures. BACH a montré que dans ces conditions le mycélium continue à respirer aux dépens de sa propre substance, en rejetant comme déchet de l’ammoniaque ; au moment où il entre en contact avec le milieu de substitution il est donc privé d’une grande partie des éléments minéraux que lui ont retiré les lavages à l’eau distillée, et de ses glucides et protides de réserve qu’il a brûlés pour continuer à subsister.
Milieu doùble "cc.
Walk et HE Varia ble
Lau dislillee ad (cc.
/ 0 / 2 Wa 0} 4 AU N 10 10
FIGURE 10. — Courbe d'ajustage des solutions de lavages isotoniques
Ces faits, de même que le comportement paradoxal du mycélium au début de son attaque, incitaient à penser que c'était bien dans les lavages du mycélium qu’il fallait rechercher la cause des divergences entre les deux modes d’expérimentation.
Pour remédier à cet état de choses, au lieu de procéder au quatrième lavage à l’eau distillée, qui n’est pas nécessaire, comme l’a montré BACH, puisque les trois premiers lavages suffisent à priver
EN
correctement le mycélium du milieu initial, j’ai mis le voile en contact avec une solution de même composition que le milieu d’étude, mais où l’oxalate a été remplacé par un sel en quantité équivalente pour conserver l’isotonie.
Comme sel je me suis adressé à CINa dont la pénétration est assez facile (cf. WIERINGA, 1930).
Cette solution est ajustée au même pH que le milieu d'étude, et pour respecter strictement l’isotonie, elle est additionnée d’un volume supplémentaire de CINa N/2 égal à la différence des volumes de HCI N/2 nécessaire pour ajuster cette solution et le milieu. Elle est soutirée après 16 heures de contact avec le mycélium.
J'ai refait avec des mvycéliums ainsi lavés les expériences précédentes.
3°) EXPÉRIENCES PAR LA MÉTHODE DES VOILES SOLIDES, AVEC DES VOILES AYANT SUBI UN DERNIER LAVAGE AVEC UNE SOLUTION ISOTONIQUE AVEC LE MILIEU DE SUBSTITUTION.
a) Consommation de l'acide oxalique sur un milieu de substitution complet.
Je me suis assuré que dans ces nouvelles conditions le mycélium ne produisait pas d’acide oxalique (Tableau XIV, Série IT).
La consommation est moins énergique qu'avec la méthode initiale. Elle est nette cependant dans la série la plus acide, mais insignifiante dans l’autre, ce qui permet de penser qu’elle n’a pu se produire que lorsque l’acidité s’est élevée au-dessus de pH 4-3,5.
EXPÉRIENCE XIII (Tableau XIV)
Milieu de substitution : Série I Série 11 Oralste de KN/2% 0 CC20 0 Constante minérale À ........ 5'ec. Sec:
Sol. de NO:NH, à 5 p. 100... 5cc. 5 cc.
CRIER te rates 1 g. 125 Pers | 5 (ME VOTE SRE RE ER Variable Variable
Eau distillée 5.5... qs 295 cc. 29 cc:
ee 00e
TABLEAU XIV
Série 1 Série 11 Ac. oxalique initial en mg. .. 140 (0) Glucose” mitial een RARES 1 g:125 DÉPRIME RICE Variable Variable Durée rss comen ete 8 heures 8 heures
Séria pH pH Récolte | Ac.oxalique| Consommainitial final en mg. | final en mg. | tion En mg. 2,84 1,58 498 135 5 1,45 512 135 5 5,10 2,78 311 139 1 2,75 373 138,5 1,5 IL 2,46 365 0 3,68 2,45 386 0 | 0
Un milieu tamponné au phtalate va nous permettre, en stabilisant le pH, de conclure plus aisément.
Après 8 heures de contact le pH est resté supérieur à 4 et la consommation de l’acide est nulle. L’Aspergillus niger ne peut done plus consommer les ions oxalates acides comme il le faisait précédemment. Mais la consommation se produit lorsque le pH est inférieur à cette valeur, c’est-à-dire lorsque les molécules non dissociées apparaissent dans le milieu.
On ne constate plus cette fois d’alcalinisation initiale comme dans l’expérience analogue avec la technique primitive. Ce fait semble bien être dû à ce que, le mycélium se trouvant dans des conditions plus normales, le déséquilibre entre l'alimentation carbonée et azotée a disparu.
AE Vi qe
EXPÉRIENCE XIV (Tableau XV)
Milieu de substitution :
ORte de RIN D EMEN PRUuRSe 6ce25 Phisiitersnide de Ki, 44 0 g. 510 Constante minérale À .......... 5 cc.
pol de NO HS" 5 p: 10075772. 5 cc.
GINCOS money bent Le125 MANOIR ee NT ET Ne ds 120 CC TABLEAU XV Ac. oxalique initial." 2 140 mg.
Glucose animale eee 162125 DADARIMA EEE LE comen 4,20 DUT RE NE Pr PER à 8 et 24 heures Durée pH Récolte Ac. oæalique Consommaen heures final en My. final en mg. tion en mg. 8 4,10 208 140 0 8 4,12 Di 140 0 24 8,71 268 138 2 24 8,68 2T2 1570 279
b) Consommation de l'acide oxalique sur un milieu de substitu-
tion sans glucose.
Pour établir la courbe de la consommation, seul un milieu sans
glucose était susceptible de nous
des indications assez
donner
précises (Tableau XVI). On trouvera, figure 11, la représentation graphique des résuliats obtenus dans ces conditions.
EXPÉRIENCE XV (Tableau XVI, Figure 11)
Milieu de substitution :
Oralate dde RN/2 mt eau 6:cc. 25 Constante minérale À .......... 5 cc.
SolideiNO:HAa 5p 100250 5 cc.
DONS ER AR es Variable Han disullée mers mr. he ds cc:
M tee
TABLEAU XVII
Milieu de substitution sans glucose.
Voiles lavés avec solution isotonique.
At oxalique initial... 7. 140 mg.
DHCUMIAIRR PS UNE EEE Variable (TS NA ER A ee 8 et 24 heures
pH Durée Récolte Ac. oæali- |Consom.
initial en (Li en My. que final mation heures en Mg. en M4.
OT t
Ei Hi 0
ot
an #w O1 OT
BR ge 0 O1 C1
pH
ce QD 1 EH
Ha 19
CAS
ge en) 80
DH HA où ©
BH Co
On voit par ces courbes que la consommation est assez étroitement proportionnelle à la quantité de molécules entières présente dans le milieu.
Cette consommation ne s’arrête pas brusquement, mais diminue graduellement pour s’annuler vers pH 4. Ce fait s’explique très aisément : il reste en effet dans le milieu jusqu’à ce pH une certaine quantité de molécules entières, faible il est vrai, mais qui se reforme aussitôt absorbée par suite de la loi d'action de masses.
se Do
MEET À
Acide Üxalique consomm
FIGURE 11. — Consommation de l'acide oxalique par des voiles d'Aspergillus niger ayant subi un dernier lavage avec une solution isotonique au milieu de substitution | : Consommation après 8 heures de contact.
11 : Consommation après 24 heures de contact. 111 : Courbe des quantités d'acide non dissocié présentes dans le milieu.
I. — Expériences en culture directe
De même que dans les expériences de SAKAMURA la consommation se fait uniquement aux dépens des molécules non dissociées,
même lorsque tout le glucose a disparu.
Le 84 y, IT. — Expériences par la méthode des voiles solides.
a) Voiles lavés quatre fois à l’eau distillée.
Dans ces conditions, l’Aspergillus niger consomme les molécules non dissociées, et également, quoique moins rapidemet, les ions oxalate acide.
Le comportement du mycélium est différent dans les premières heures de contact et dans les heures suivantes.
b) Voiies lavés trois fois à l’eau distillée et la dernière fois avec une solution isotonique avec le milieu de substitution.
Cette fois le comportement du mycélium est régulier dès les premières heures de contact. La consommation est plus étroitement proportionnelle au temps.
Comme en culture directe le champignon ne consomme que les molécules non dissociées.
sf =
CHAPITRE II. — ETUDE DE LA CONSOMMATION DE L’ACIDE OXALIQUE PAR L’ASPERGILLUS REPENS DE BARY
L’Aspergillus repens donne un mycélium moins vigoureux que le précédent. S’il supporte relativement bien une concentration élevée en ions H. puisque BacH a pu le faire développer sur des milieux de pH 1,8, il résiste beaucoup plus difficilement à l’action toxique des acides.
Il présentait cependant pour ces expériences l'avantage de produire beaucoup moins facilement de l’acide oxalique.
EXPÉRIENCES EN CULTURE DIRECTE
Bacx (loc. cit.), en cultivant l’Aspergillus repens sur des milieux contenant de l’acide oxalique, a constaté que la culture était négative aux pH inférieurs à 4. C’est également vers cette valeur que se place la limite de culture dans mes expériences.
Il fallait donc éviter une acidification trop rapide et c’est pourquoi j'ai remplacé NO;NH, comme source d’azote par NOK, qui, ici, ne présentait pas l’inconvénient de provoquer la formation d’acide oxalique.
ExPÉRIENCE XVI (Tableau XVII)
Milieu de culture :
Osalate de KINÉ LP PME 250 cc.
NO RME neo 10 g.
CinCDSe CR ee ee Moriurs 90 g Constante minérale B :..::....... 90 cc FICIRORNAO HE Variable Ramoishllée mener Ress qs 1000 cc.
Le milieu a été ajusté à quatre pH différents : 2,5, 3,5, 4,7 et 6.2 ; et réparti dans des fioles d'Erlenmeyer à la dose de 25 cc.
TABLEAU XVII
AG Oxalique IMHAle.,:...... 2.0. 140 mg Glucose mia SR one Le 125 PHiiminalese ss er mNss. Variable Durée 14 enr var ste . 20 jours
pH pH Récolte Glucose | Ac. oxalique | Consominitial final en my. final final mation en my en My. en my.
Il est impossible de préjuger de la valeur alimentaire de la
molécule entière puisque la toxicité est telle que le champignon ne pousse plus dans les milieux où elle existe.
Le fait que la consommation est plus considérable dans la série 3 que dans la série 4 semble indiquer un rôle important de l’ion oxalate acide. Mais par suite de la toxicité du milieu de culture
les résultats manquent de netteté.
EXPÉRIENCES PAR LA MÉTHODE DES VOILES SOLIDES
La culture indirecte va nous permettre d’obvier, au moins en partie, à l'influence toxique de l’acide oxalique. Les adultes sont en effet plus résistants et peuvent encore assimiler sur des milieux qui ne permettent plus la germination des spores.
Milieu de culture initial :
Le milieu suivant m'a donné de bons résultats
mycéliums
Décoction de carottes à 500 g. p. 2000 cc. .. 1000 cc. Constante minérale Br ee 90 ce.
Glucose cerrsetomRrararteonties ‘ 90 g.
Ciraté de Na me ra here een 20 g. CIN TT ps 6 RES Re 0 20 g.
HGI EESTI 10 cc.
tampon ; l'addition de NaCl a pour but d'augmenter la pression osmotique du milieu, l’Aspergillus repens ayant besoin d’une pression osmotique élevée pour se développer.
Le citrate sert de
Lion
L’addition de HCI a pour but d’amener le pH aux environs de 6, pH optimum pour la germination des spores (KLEBS, MANGix, Bac).
Ce milieu est réparti à la dose de 50cc. dans les fioles d’Erlenmeyer, et stérilisé dans les conditions habituelles,
Ensemencé avec 20 gouttes de l’émulsion de spores, il m'a donné des cultures bien régulières, présentant après 7 jours à l’étuve à 27° (température optima) un début de sporulation. Ce sont des voiles de cet âge que j’ai utilisés.
a) Consommation de l'acide oxalique sur un milieu de substitution complet.
Les résultats obtenus en présence de glucose manquent de netteté, et ces expériences n’ont été effectuées qu’à titre d'orientation. On les trouvera rapportés au tableau XVIII.
On remarquera dans ces expériences la convergence des pH après 24 heures de contact (Fig. 12). Ce phénomène peut s'expliquer de la façon suivante :
Le mycélium agit sur le milieu de deux façons différentes qui font subir au pH des variations de signes contraires. D'une part, le champignon assimile le radical acide et libère ainsi la base qui lui était associée, d’où il résulte une alcalinisation du milieu. D’autre part, BACH a montré que l’Aspergillus repens, à l'encontre de l’Aspergillus niger, peut se comporter avec NO;NH, comme source d’azote de deux façons différentes : dans les milieux acides (pH 3-4) il assimile de préférence l’ion nitrique en libérant de l’ammoniaque ; dans les milieux peu acides, au contraire, il consomme surtout l'ion ammoniacal et les radicaux nitriques mis en liberté acidifient le milieu.
On conçoit donc aisément que suivant le pH initial les variations soient différentes. Les milieux les plus acides s’alcalinisent à la fois par suite de l’assimilation de l’acide oxalique et de l'ion nitrique, les milieux peu acides au contraire s’acidifient par suite de la disparition des ions ammoniacaux que ne compense pas la consommation de l’acide oxalique devenue très faible.
On voit par ces expériences (tableau XVIII) que l’Aspergillus repens assimile beaucoup plus rapidement l'acide oxalique que l’Aspergillus niger. La consommation très forte vers pH 5 diminue
ou.
EXPÉRIENCE XVII (Tableau XVIII,
Milieu de substitution :
Figure 12)
Oxalsterde RON ES TC, ÉCc 25 Sol. detNONEL 45m 100802 o CC.
Constante minérale À... Je:
GDS EL NE ARE Re 1825 HODN meer demeure Variable Han disullée 20050027 qd 2) cc.
TABLEAU XVIII AG oxalique Ua 200. 0 140 mg Glucose -mitial, 453220: l'a 225 DH initiales men RaLRee Variable Durée ER 2 eee 8 et 24 heures
Récolte en m4.
Durée en heures
Série initial
Consommation en Mg.
AC. oæalique final en Mg.
Lemns er heures 24
FIGURE 12. — Convergence des pH par action des voiles d'Aspergillus repens
sur un milieu de substitution complet
rapidement comme la concentration en ions H, suivant en cela la courbe des quantités d’ions oxalate acide présentes dans la solution. On ne peut tirer aucune conclusion quant à la pénétration des molécules entières puisque dans la série la plus acide (pH initial 4,01) les molécules non dissociées n’existent déjà plus, et qu’à aucun moment le milieu ne devient plus acide.
b) Consommation de l'acide oxalique sur un milieu de substitution sans glucose.
La convergence des pH notée plus haut est très gênante pour établir les courbes de consommation en fonction du pH, puisqu'elle tend dans tous les cas à ramener le mycélium dans les mêmes conditions. La suppression du glucose va nous permettre, en diminuant la puissance d’attaque du champignon, d'éviter cet inconvénient.
Une expérience préliminaire m'a permis de constater que le comportement des voiles d’Aspergillus repens était le même qu'ils aient été lavés seulement à l’eau distillée, ou qu’ils aient subi, comme dans le cas de l’Aspergillus niger, un dernier lavage avec une solution
isotonique avec le milieu de substitution. J'ai préféré me servir de ces derniers pour éviter les irrégularités toujours possibles avec les voiles épuisés.
Les voiles utilisés dans les expériences qui vont suivre ont donc été lavés trois fois à l’eau distillée pour les priver du milieu initial, le quatrième lavage, d’une durée de 16 heures, a été effectué avec une solution isotonique avec le milieu de substitution préparée dans les conditions décrites au chapitre précédent.
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FIGURE 13. — Consommation de l'acide oxalique en fonction du PH
par l'Aspergillus repens sur ur milieu de substitution sans glucose | : Consommation après 8 heures de contact. Il : Consommation après 24 heures de contact.
111 : Courbe des quantités d'ions oxalate acide présentes dans le milieu.
EXPÉRIENCE XVIII (Tableau XIX, Figure 13)
Milieu de substitution :
Oxslate de KIN PRE ee 06e 20 Constante minérale A... Hicc.
Sol de NO/NH a 361p 100000. 5 ec.
HCl'eL NACRE ee Variable
Eau dstiliéé pement o qs 25cc.
HO TABLEAU XIX
Voiles lavés avec une solution isotonique ; milieu sans glucose.
AC oxaliquetimitiale 002. 2. 140 me.
DÉMARRER rer Variable DATÉE mer 8 et 24 heures
Éri avé ; | ;
Série . PH Durée Récolte | Ac. oæali- |Consominitial en / en MY. que final mation heures en My. en mg.
La consommation dans les séries les plus acides, (pH 2,62 et 3.17) est nulle, et ce fait ne peut être dû qu’à la toxicité très grande du milieu à ces pH.
Dans les séries suivantes, elle diminue progressivement avec la concentration en ions H pour s’annuler aux environs de pH 6.30.
OUR
Les courbes de consommation que j’ai reproduites figure 13 montrent clairement la dépendance étroite entre l’absorption de l’acide et la présence des ions oxalate acide dans le milieu.
Comme la toxicité de l’acide oxalique est assez grande aux pH voisins de 3 pour se faire sentir encore lorsque sa concentration dans le milieu a été réduite de moitié (tableau XX), il est impossible de savoir si l’acide non dissocié est absorbé. Mais comme cette action n’est pas due aux ions H puisque le champignon peut se développer à ces pH, en l’absence d’acide oxalique, on doit logiquement penser que ce sont précisément ses molécules entières qui conditionnent la toxicité par leur absorption trop rapide.
Il est intéressant de noter (tableau XIX, série VI et tableau XXII) que le mycélium ne consomme jamais les ions oxalates neutres, que les voiles aient été lavés avec une solution isotonique ou seulement à l’eau distillée.
ExPÉRIENCE XIX (Tableau XX)
Milieu de de substitution :
Oxalate de RNA". Rte fcer25 Constante mimérale A, 22 5 cc.
SOL de NON 35 pa l00P "0 5 ce. HCIAN/2 ste net 0 ce. 70 Faut distiiléé 27. eee gs 250,
TABLEAU XX
Voiles lavés avec une solution isotonique.
Milieu de substitution sans glucose
Ac owalique ina Peter 70 me.
DH RIHA IL RSR RER Ce 2.93 Durée dé éontact re 8 et 24 heures
Durée en pH Récolte Ac. oæalique | Consommaheures final en My. final en mg. | tion en mg. 8 2,96 156 70 0 8 2,95 150 70 0 24 2,96 151 70 0 24 2,96 152 70 0
M AUET EXPÉRIENCE XX (Tableau XXI)
Milieu de substitution :
CORARTEEREN VOTRE Gore ÉCe, 25 Constante minérale À ........... Srcc:
Sol. de NO:NEL, à 5 p. 100 . .. 5 cc.
NAN PR ER eos 0 cc. 38 Fans etes te gs 25 cc.
TABLEAU XXI
Voiles lavés seulement à l’eau distillée.
Milieu de substitution sans glucose.
AG oxalique. Mia #2 15 se 140 mg.
Duréerde contacte... 8 et 24 heures [on NAN EN AS SCENE REA ET 6,99
Durée en Récolte Ac. oæalique | Consommaheures en My. final en mg. tion On mg.
CONCLUSIONS DE CE CHAPITRE
Les expériences en culture directe ne permettent pas de tirer des conclusions précises. On peut cependant constater l’absorption des ions oxalate acide.
En culture indirecte, que les voiles aient été ou non lavés avec une solution isotonique au milieu de substitution, l’Aspergillus repens absorbe les ions oxalate acide, mais jamais les ions oxalate neutre.
L’absorption des molécules non dissociées doit être très rapide, mais il est impossible de la mettre en évidence, car le milieu devient toxique en leur présence.
En résumé l’Aspergillus repens semble donc se comporter comme les voiles épuisés d’Aspergillus niger. Toutefois la consommation est plus rapide qu’avec ces derniers.
no
(CHAPITRE III. — CONSOMMATION DE L’ACIDE OXALIQUE PAR LE PENICILLIUM GLAUCUM LINK
Ce champignon est encore moins résistant que le précédent. Il exige pour se développer des conditions plus strictes, en dehors desquelles il ne donne que des îlots immergés d’aspect glaireux qui ne se réunissent pas en voile compact. Nous avons vu en outre avec les expériences de RAVIN que l’acide oxalique était très toxique pour lui.
EXPÉRIENCES EN CULTURE DIRECTE
Des milieux contenant NO;,NH, et NO;K comme source d’azote, ne m'ont donné que des cultures peu florissantes, avec lesquelles la toxicité de l’acide et des ions H rendaient impossible toute expérimentation.
Le glycocolle, au contraire, s’est montré une source d’azote excellente, avec laquelle j’ai obtenu de belles cultures où le voile bien formé était sporulé dès le troisième jour dans les milieux lea moins acides et le quatrième dans les autres.
Au bout de 6 jours de culture, le mycélium secrète abondamment un pigment dont la couleur varie du jaune au brun suivant le pH du milieu. Ces pigments m'ont gêné pour le dosage de l’acide oxalique dans les vieilles cultures.
EXPÉRIENCE XXI (Tableau XXII, Figures 14, 15, 16, 17, 18)
Milieu de culture :
Olatede ANDRE nn ee 250 cc.
Glreccolle SM en ee 76-00 Constante minérale B ....,....... 90 cc.
Glucose re bre rence 90 g.
1e (0 PER AR Re OR Variable Pau. distlléen 22 200 qs 1000 cc.
Milieu ajusté à 4 pH différents : 3,27, 3,71, 4,70 et 5,68. Réparti à la dose de 25 cc.
or
TagLeau XXII
Aotpraliquenniliale 7.4... 140 mg.
Glucose initiale ta rs 1 g. 125 RME MR OR AE CN NT Variable DIS S PRET Re Variable
Sérié | pH j Dur. | pH Récolte ; Glucose, Ac. oxali |C'onsom. initial, en final | en mg. final que final mation jou. en my. en my. en my.
3 2,89 32 1011 137 > | 4 2,68 289 815 133 t I 8,27 | Le … 250 95 45 | ,89 4 88 62 ( oil 449 re 95,5 44,5 8 7,20 22 0 ? ?
3 3,42 32 ré) 137 3 4 4 189 706 124 16 II cr 5 6,12 433 SR D 109 31 6 6,93 490 a 109 31 t 7,64 431 0 114 26 8 7,66 393 0 ? ?
3 4,72 ur 853 138 2 4 5,36 358 420 132,5 1e ER 4,70 5 7,16 485 Traces 131 9 6 7,53 442 0 134 6 dl 7,86 402 0 157 3 8 8,28 386 0 ? ?
8 5,53 117 845 138,5 1,5 4 5,67 442 241 135 5 IV 9,68 5 6,12 457 + 135 5 6 7,58 420 0 137 3 st 7,53 421 0 140? 0?
Si l’on suit les variations du pH des cultures on constate tout d’abord une acidification au troisième jour suivie bientôt d’une alcalinisation assez intense pour atteindre dans les cas les plus favorables un pH de 8,28 au huitième jour. On ne constate cependant dans ces conditions qu’une protéolyse peu importante qui se manifeste lorsque le glucose a disparu.
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FIGURE 14. — Courbes de croissance sur un milieu avec acide oxalique en présence de glycocolle et de glucose 1 : pH initial 3,27 Il : pH initial 3,71 LES 470 NO 5768
Les courbes de consommation de l’acide oxalique dans les différentes séries (figures 14, 15, 16 et 17) montrent clairement que la consommation s’arrête lorsque le pH a dépassé la valeur 6-6, 2. Ce fait que l’on retrouve dans les quatre séries indique done que les ions oxalate neutres ne sont pas absorbables par le Penicillium glaucum, même lorsque le glucose a disparu. La consommation de l'acide n’apparaît qu'avec la présence dans le milieu des ions oxalate acide.
Mais, si les conclusions sont nettes à ce point de vue, il est impossible de préciser le rôle des molécules entières.
Dans les cultures de 7 jours on trouve une consommation d'acide nettement inférieure à celle correspondante au sixième jour. BACH en cultivant l’Aspergillus repens sur un milieu au glycocolle avait constaté une production tardive d’acide oxalique de neutralisation. Peut-être faut-il voir ici un phénomène analogue, à moins qu’il y aie, ce qui est possible, une erreur par excès dans le dosage de l’acide oxalique dûe aux pigments sécrétés par le mycélium.
lepips en}, 3 4 $ 6 7 4 FIGURE 15. — pH initial 3,27 Courbe | : Variations du pH en fonction du temps.
Courbe Il : Consommation de l'acide en fonction du temps.
Aide Oxalique consomme EI M9
FIGURE 17. — pH initial 4,70 Courbe | : Variations du pH en fonction du femps.
Courbe Il : Consommation de l'acide en fonction du temps.
Acide Oxalique consomme en y
+ lenps en jours | 3 4 2] (4 ÿ4 d FIGURE 16. — pH initial 3,71 Courbe | : Variations du pH en fonc-
tion du temps.
Courbe Il : Consommation de l'acide en fonction du temps.
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FIGURE 18. — pH initial 5,68 Courbe | : Variations du pH en fonction du temps.
Courbe II : Consommation de l'acide en fonction du temps.
00 LE 2°) EXPÉRIENCES PAR LA MÉTHODE DES VOILES SOLIDES. I] était intéressant de voir si la méthode des voiles solides condui-
sait aux mêmes résultats, et surtout d’essayer de préciser le rôle des molécules entières.
Choix du milieu de culture initial.
Un milieu au glycocolle m’a donné des voiles bien formés mais tellement plissés qu’ils étaient inutilisables.
J'ai employé dans les expériences qui vont suivre des voiles obtenus sur milieu à la carotte, et sur milieu de RAULIN dilué au demi. Je donnerai séparément les résultats obtenus avec chacun d’eux.
a) Expériences avec des voiles obtenus sur un milieu à la carotte.
Le milieu de culture initial était le même que celui employé pour l’Aspergillus repens. Je redonne ici sa composition :
Décoction de carottes à 500 g. p. 2000 cc. 1000 ce.
Constante mineralé DR ee 50 cc.
Glucose LR RER nets 90 g.
Citrate de Na tn me die 20 g.
CIN SE RE PR ee à 20 g.
HCL'N RE SR RE Re 10 cc.
Le Penicillium glaucum donne sur ce milieu après 12 jours à l’étuve à 22° (température optima de croissance) des voiles compacts mais en partie immergés, qui présentent un début de sporulation. Leur poids après dessication est d’environ 150 mg.
ExPÉRIENCE XXII (Tableau XXIIT)
Oxalaté de KIN7/2%..:40, 0... 6 cc. 25 Constante minérale À ........ 252R0:0e Sol. de NO,NH, à 5 p. 100 ...... 5 cc.
Glucose Rene LENS HCI et NO PART Variable
PAU OAI ER 2507
= 09 TagLEau XXIII
Voiles lavés seulement à l’eau distillée.
Milieu de substitution complet.
Achoxaliqueunttial 7.1... 140 mg.
OT EE DES Variable DH Durée pH Récolte Ac. oxæali- | Consominitial en final en my. que final mation heures en my.
De ces expériences il résulte que la consommation de l’acide oxalique est très faible, et se produit uniquement aux dépens de la molécule non dissociée, car elle ne s’observe que pour des pH inférieurs à 4, c’est-à-dire dans les milieux seuls où l’acide existe sous cette forme non ionisée.
En présence de glucose (tableau XXIIT) le milieu de la seconde série passe de pH 6,9 à pH 4 sans manifester aucune consommation de l’acide. Celle-ci se produit seulement dans la série la plus acide où le pH passe de 3,65 à 3,45. Mais le milieu est toxique à ces pH, et on s’en rend compte en comparant, après 24 heures de contact, les variations de poids des mycéliums des deux séries : pour un gain de 40 mg. chez les premiers, les seconds ont augmenté de 200 mg.
ExPÉRIENCE XXIII (Tableau XXIV)
Milieu de substitution :
Oxalate de K N/2 :....:.:...... 6 cc. 25 Constante minérale À .......... 5 cc.
Sol. de NO;NH, à 5 p. 100 ...... 5 cc:
LD PE PR PE LT à | Variable
Sn 25 ni ÉSRRRRSRRE gs 25 ce,
TABLEAU XXIV
Voiles lavés la dernière fois avec une solution isotonique.
Milieu de substitution sans glucose.
Acroxaliqueimial ee rec. 140 mg.
PEIDIUR LT Variable Dirrécidercontac eee 8 et 24 heures
Série pH Durée | Récolte | Ac. oœali : C'onsominitial en En My. final que final mation | heures | en My.
8 140 2,60 140 0 8 145 2,59 140 0 I 2,56 24 142 2,59 138 2 24 | 143 2,61 | 1139 ' 8 142 2,99 139 | L 8 140 3 139 1 II 2,98 24 139 3,10 138 D 24 145 3,08 137 3 8 139 4,38 140 0 8 143 4,42 140 0 III | 4,34 24 138 4,52 140 0 24 140 4,56 140 0
Avec les milieux sans glucose j’ai constaté comme dans le cas de l’Aspergillus repens, que le comportement est le même qu’ils aient ou non été lavés avec une solution isotonique.
Les résultats obtenus avec les premiers sont exposés au tableau XXIV. Ils montrent que l’absorption de l’acide se fait dans les mêmes conditions que dans les milieux glucosés mais qu’elle est encore plus faible.
Ces résultats, en contradiction avec ceux des expériences en culture directe demandaient une confirmation. C’est ce qui m'a incité à chercher un milieu de culture initial plus favorable, pour voir s’il n’aurait pas une influence ultérieure sur les facultés d’assimilation du mycélium qu’il a produit.
b) Expériences avec des voiles obtenus sur milieu de RAULIN.
Le milieu de RAULIN dans sa formule originale donne avec le Penicillium glaucum des voiles qui se développent rapidement. mais qui deviennent très plissés avant même leur sporulation : ils sont donc inutilisables.
Le même milieu dilué au demi convenait par contre parfaitement.
L'obligation de diluer le milieu de culture pour obtenir des voiles non plissés était déjà apparue avec l’Aspergillus niger.
Composition du milieu de RaAuLiN dilué au demi :
DUCTE CAN 35 g. Ac, tartrique . <...2. 2e
NON. 000 2 g. Phosphate de NH, .. 0g.30
CORRE EE 0 g. 20 COMENT Rae aus 0 g. 125
SODANAN ER 0 9. 035 SZ ES ere dde 0 g. 035
SO Meme 0 g. 035 Silicate de potasse .. 0 g.035 Eau distillée ...... 1500 cc.
On obtient ainsi après 7 jours à l’étuve à 22° un beau dévelop- : pement sous forme de voiles plans non immergés et présentant un début de sporulation. Leur poids sec est d’environ 300 mg., soit le double de celui des voiles développés sur milieu à la carotte.
On trouvera aux tableaux XXV et XXVI les résultats obtenus dans ces conditions.
ExPÉRIENCE XXIV (Tableau XXV)
Milieu de substitution :
DNA De EN VD EPP Re 6 ce. 25 Constante minérale À .......... OC.
Sol. de NO:;NH, à 5 p. 100 ...... bec.
HONOR use Variable Chico nt Rennes 21012
Ban demilég occosbcomercs gs 25cc.
TABLEAU XXV
Voiles développés sur RAULIN à 1/2 lavés à l’eau distillée. Milieu de substitution complet.
AG:oXaNMEMNANE Se 140 mg, pH imiter ras Variable | pH Durée pH Récolte AC. oæali- Consominitial |en heures | final en my. lique | mation final en mg. | 8 3,73 449 133 4 8 3,70 432 134 6 3,172 24 2,10 661 130 10 24 T2 638 129 RES: KT 8 6,31 547 140 | 0 8 6,30 541 140 0 6,81 24 + 776 131 9 24 4,08 752 129,5 | 10,5
Il faut tout d’abord constater que ces mycéliums supportent beaucoup mieux que les précédents l’action toxique du milieu aux pH peu élevés. C’est ainsi qu’en présence de glucose le pH a pu passer de 3,72 à 2,70 avec une augmentation considérable du poids du mycélium.
Mais le fait essentiel réside dans ce que ces voiles sont capables d’absorber les ions oxalate acide. On peut voir (tableau XXVI). en effet, que la consommation importante dans les milieux les plus acides diminue progressivement avec la concentration en ions H pour s’annuler vers pH 6,25, c’est-à-dire lorsque les ions oxalate acide ont disparu du milieu. On retrouve donc les résultats identiques à ceux exposés au début de ce chapitre pour les expériences en culture directe.
Ainsi donc les mycéliums d’un même champignon se comportent de façon bien différente suivant le milieu initial qui les a produits.
Cette influence du milieu de culture sur l’organisme qui s’y développe est aujourd’hui un fait connu et très travaillé. On trouverait dans la littérature toute une série d’expériences dans ce sens, et notamment sur les variations des propriétés oxydo-réductrices des Bactéries (BRAUN et WOoRDERHOFF, 1933).
EXPÉRIENCE XXV (Tableau XXVI)
Milieu de substitution :
Oxalaio de RIN/2 RE er: 6 cc. 25 Constante minérale À ........... 5 cc.
Sol. de NO;NH, à 5 p. 100 ...... 5 cc.
CRE mt uidoneibes Variable Faute MR EE TR qs 25 oc.
TABLEAU XX VI
Voiles développés sur milieu de RAULIN dilué au demi, lavés la dernière fois avec une solution isotonique.
Milieu de substitution sans glucose.
Ac: oxalique initial. ...1.:.... 140 mg.
PÉNALES LE ent Variable Durée de contact. ....:....1 8 et 24 heures
Série pH Durée | Récolte pH Ac. oxali- | Consominitial en en MY. final que final mation heures en my. en My.
8 344 AL IS 5 8 323 3,18 1 5 I 3.08 | 24 343 3,09 126 | 14 24 336 3,53 127 13 8 315 4,48 187 a 8 308 4,52 137,5 2,5 IL 4,36 24 322 4,86 131 9 24 314 4,88 130 10 8 302 | 5,99 138 2 8 308 6 138 2 III 5,82 24 300 6,24 136 4 24 305 6,22 126 4 8 320 6,52 140 0 8 318 6,48 140 0 VI 6,45 24 310 6,62 140 0 24 307 6,56 140 0
Cependant ce cas particulier de l'influence du milieu sur l’absorption des acides par les chamnignons ne semble pas avoir été signalé jusqu’à maintenant. Il y aurait intérêt à reprendre ces expériences avec d’autres champignons cultivés systématiquement sur plusieurs milieux différents.
Il est possible, d’ailleurs, que ce phénomène que je n’ai rencontré au cours de ces recherches qu’avec le Penicillium glaucum, ne soit particulier qu’à lui, et tienne non pas à une action prolongée du milieu de culture initial, mais à un état physique différent des mycéliums. J’ai fait remarquer, en effet, que les voiles produits sur milieu à la carotte étaient immergés et que les autres ne l’étaient pas. C’est peut-être au contact plus ou moins large avec l’atmosphère qu’il faut attribuer les différences constatées.
CONCLUSIONS DE CE CHAPITRE
Expériences en culture indirecte
a) Voiles développés sur milieu à la carotte.
La consommation très faible se fait uniquement aux aépens des molécules non dissociées.
b) Voiles développés sur milieu de RAULIN dilué au demi.
On retrouve cette fois les mêmes résultats qu’en culture directe, c’est-à-dire la consommation des ions oxalate acide.
Il y a donc contradiction entre les résultats fournis par des voiles d’origine différente.
Il est permis de penser que les mycéliums sont normalement perméables aux deux formes : acide oxalique moléculaire et ion oxalate acide mais que dans ces conditions la pénétration de molécules entières, bien plus rapide que celle des ions, est masquée par leur toxicité même. Les voiles développés sur milieu à la carotte n’auraient plus qu’une perméabilité diminuée, qui se traduirait par le passage des seules molécules entières.
CHAPITRE IV. — CONSOMMATION DE L’ACIDE OXALIQUE PAR LE CUNNINGHAMELLA ECHINULATA THAXTER
La résistance de ce champignon aux divers agents toxiques est de l’ordre de celle du Penicillium glaucum. Je n’ai pas trouvé dans la littérature de travaux de ce genre le concernant.
Je n’ai pas fait avec lui d’expériences en culture directe.
EXPÉRIENCES AVEC LA MÉTHODE DES VOILES SOLIDES
Milieu de culture initial :
Le milieu utilisé a été le même que pour l’Aspergillus repens.
On obtient après 7 jours de culture à l’étuve à 24° (température optima) des voiles compacts non immergés et présentant un début de sporulation. Leur poids sec est d'environ 220 mg.
Ce sont les voiles de cet âge que j’ai utilisés dans les expériences qui vont suivre.
Les résultats obtenus sont résumés aux tableaux XXVII et XX VIII.
L'effet toxique, en présence de glucose, se fait sentir aux environs de pH 3. J’ai constaté, en effet, qu’à ce pH, il ne permet plus la culture à partir de la spore, tandis qu’il la permet encore à pH 3,20.
Sur un milieu complet la consommation est nulle aux pH supérieurs à 4 ; le Cunninghamella echinulata ne peut donc assimiler que les molécules entières d’acide oxalique. L’assimilation est d’ailleurs très faible, puisqu'elle ne dépasse pas 9 mg. après 24 heures de contact.
En l’absence de glucose, le milieu de substitution est si toxique que le champignon est incapable d’assimiler l’acide.
J'ai constaté en outre que les résultats étaient les mêmes avec des voiles lavés seulement à l’eau distillée, et avec les voiles lavés Ja dernière fois avec une solution isotonique.
TR
EXPÉRIENCE XXVI (Tableau XX VII)
Milieu de substitution :
Oxalate dé N70 2 G'ec. 25 (Constante minérale À .........., 5 ce:
S0b de NON 45 p.100. 1.7. 5 cc.
GIUCOSSNRR EE 1 g. 125 HO ICENAOEPERES Ter AQU Variable on distiléessi ds 20e.
TaBLEeau XXVII
Voiles lavés à l’eau distillée pendant 24 heures.
Milieu de substitution complet.
AC. oxalique gutial.6 140 mg.
pÉioital ee CN RsSenEs Variable Durée ide contact ...........,, 8 et 24 heures
pH Duree Récolte AC. oæa@li- Consom.
initial | en en my| que final mationheures en my. en mg.
Oo
(= Le)
ri 19
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EXPÉRIENCE XXVII (Tableau XXVIII Figure 19)
Milieu de substitution :
Date de RENE M cures 6 cc. 25 (Constante minérale À ........... 5 cc.
Sol. de NON à°5 p.100 . :. 5 cc.
HP RP EME NA TT Variable Eau distilée 52... M CN
TagLeaAu XXVIII
Voiles lavés la dernière fois avec une solution isotonique. Milieu de substitution sans glucose.
AG. oxalique'imitial .. 5... 140 mg.
DHAMMA Nue amer Variable Daüréede tontaci 752.707 8 et 24 heures
pH Durée | Récolte pH Ac. oæali- | C'onsom- Série initial en final en my. que final | mationheures en my. en my.
ge 0e re à
Qo U9 œR ©
(SARCA ©t ot © D
CONCLUSIONS DE CE CHAPITRE
L’acide oxalique est toxique pour le Cunninghamella echinulata, et celui-ci ne peut l’assimiler qu’en présence de glucose.
Cette consommation ne se fait, d’ailleurs, qu’aux dépens de la molécule non dissociée uniquement. |
CHAPITRE V. — CONSOMMATION DE L’ACIDE OXALIQUE PAR LE MUCOR CIRCINELLOIDES VAN TIEGHEM
Je donnerai maintenant brièvement le résultat d’une expérience en culture directe faite avec le Mucor circinelloides (Van Tieghem).
Ce champignon est très sensible aux acides et aux ions H. Il donne des voiles épais, surmontés d’un gazon de sporangiophores qui remplit la fiole de culture ; il est impossible de les manipuler pour les expériences en culture indirecte. Il faut remarquer d’ailleurs à ce sujet que le dispositif de LUTZ légèrement modifié nous aurait probablement permis une expérimentation correcte.
Les résultats de cette expérience en culture directe sont rapportés au tableau XXIX. Le milieu s’est montré toxique à pH 3 (série I) et le champignon ne s’est pas développé. La culture est encore très lente à un pH initial de 3,63 (série Il), puisque je n’ai obtenu de mycélium bien formé qu’au neuvième jour.
Bien que cette expérience, comme toutes celles en culture directe, soit peu concluante, on peut voir cependant que l’absorption de l’acide cesse lorsque le pH dépasse 6, c’est-à-dire lorsque les ions oxalate acide disparaissent du milieu.
EXPÉRIENCE XXVIII (Tableau XXIX)
Milieu de culture :
Oxalate de K N/2 ...... Re 290 cc, NO RS AR Re tie 10 g.
(LATE AS ESS RARES ERA 90 g.
Constante mineralë B.........:. 50 cc.
FHCL'E NO RE re. Variable
Eau distilléessees mnt: qs 1000 ce.
TABLEAU XXIX
Le milieu a été ajusté à 4 pH différents :
et réparti à la dose de 25 cc.
3, 3,03, 4,88 et 6.08 ;
Ac» osalique iniualt.....:,.... 140 mg.
Glucosenitale eds À oise Le125 PA EN ERERT RENRER Variable D'OR RE A ES tune Variable Série pH nel Récol. pH Cluc. | Ac. oxali-| Consominitial\ en en mg. | final | final | que final | mation jours en mg: en mg. | en mg.
I À & | Le mycélium ne s’est pas développé.
7 1975 3,89 831 197 3 II 3,63 9 16 4,02 700 135 5 11 33 4,11 406 133 A 7 | 22 | 518 | 864 137 3 III 4,88 9 48,5 6 502 131,5 8.5 11 68 5,90 284 133 oi 7 28 6,02 554 132 & IV 6,08 9 104 7,30 | Trace 133 7 11 100 7,37 0 133 ti
ETUDE DE LA CONSOMMATION DE L’ACIDE LACTIQUE
L’acide lactique est, en général, un bon aliment, et ne possède qu’une toxicité relativement faible.
Cependant Boas et LEBERLE, en ajustant deux milieux, l’un avec S0,H;, le second avec l’acide lactique, ont trouvé que le Mycoderma aceti se développait sur le premier et pas sur le deuxième.
Pour BACH, qui cultive l’Aspergillus repens sur lactate d’ammoniaque et saccharose, l’acide lactique n’est pas sensiblement toxique. Mais dans une note sur la toxicité des acides acétique et lactique pour les bactéries, cet auteur trouve chez ce dernier une toxicité sensiblement proportionnelle à la quantité de molécules non dissociées présentes dans le milieu.
L’acide lactique, second terme de la série des acides alcool, a pour formule CH;-CHOH-CO:H. J'ai utilisé dans ces expériences l'acide racémique officinal purifié. C’est un acide relativement fort. Sa constante de dissociation est K = 1,38.10"4. 1
Son point de demi-virage défini par la formule pH — log. a pour valeur 3,865. K
Je donne, tableau XXX, les valeurs de l’acide dissocié et du reste de dissociation q en fonction du pH, calculée d’après la formule de dissociation. Les valeurs de q et de a ont été conventionnellement rapportées à 100.
TABLEAU XXX
pH q (A pH q (2 2,6 94,8 5,2 4,6 15,4 84,6 2,8 92 8 4,8 10,3 89,7 5 87,9 HAL 5 6,8 98,2 3,2 Si 17,9 5,2 4,4 95,6 3,4 74,3 25,7 5,4 2,8 97,2 3,6 64,6 85,4 5,6 1,8 98,2 3,8 53,5 46,5 5,8 1,13 98,87 4 42 58 6 0,72, 99,2 4,2 31,4 68,6 6,2 0,45 | 99,55 4,4 22,4 77,6 6,4 0,28 99,72
Concentration pour 100
/ FIGURE 19 .— Courbe de djssociation de l'acide lactique en fonction du pH
Ce corps a une grande importance en physiologie. Il résulte comme la plupart des acides organiques, de la combustion incomplète des sucres. C’est un produit presque constant de la fermentation par les levures et par de nombreuses bactéries.
Sa consommation a fait l’objet de nombreux travaux. D’après BERNHAUER, elle se ferait soit par formation d’acide propionique, soit par scission de la molécule en acétaldéhyde et CO:.
Nous avons vu précédemment que la présence de glucose gênait beaucoup le dosage de l’acide lactique. J'ai donc été contraint de n’employer que l’acide seul comme source de carbone. Mais de tels milieux ne permettent qu’un très mauvais développement des divers champignons utilisés ; c’est pourquoi les expériences qui vont suivre ont été faites avec la méthode des voiles solides.
CHAPITRE I. — CONSOMMATION DE L’ACIDE LACTIQUE PAR L’ASPERGILLUS NIGER VAN TIEGHEM
J'ai fait réagir les voiles d’Aspergillus niger sur des milieux N/8 en acide lactique contenant les éléments minéraux indispensables et NO;NH, comme source d’azote.
La courbe d’ajustage de ce milieu (figure 20) m'a permis d’expérimenter facilement à différents pH.
& js
Milieu double dec.
Wal! Variable £au distillee ad cc.
AT
16 14 Ve l W fa 09
FIGURE 20. — Courbe d'ajustage des milieux de substitution
SN
EXPÉRIENCE XXX (Tableau XXXI, Figure 21)
Milieu de culture initial :
Constante minérale À ............ 5 ce.
Sol. de NO:NH2 3 51p 100)... 5 cc.
Glucose ES ARS RSS L6, 125
Eau distilées tr /#ne qu 25€
Milieu de substitution :
AC IACHQUEN V2 Lee. bice 2 Constante minérale À ............ SCC.
Sol: de NO;NH, à 5 p. 100 ..…. 5 cc.
ROIS LS Mere ORAN RS PRE Variable PAURdISHNÉe ee nn ds 125 CC.
TaBLEeau XXXI
Voiles de 5 jours à l’étuve à 30°, lavés 24 heures à l’eau distillée.
Acylachquennitial +, 2.0. 280 mg.
DHSTNUIA ES A remets Variable Dures dé contact. 7 2. 8 et 24 heures
Série pH. Durée pH Récolte | Ac. lactique Consom. initial en final en my. final mation heures en my. en mg.
Aux pH acides la culture est luxuriante, et le mycélium augmente de poids de façon sensible.
La consommation de l’acide est alors très importante (50 p. 100
Aide lactique consomme en mg.
FIGURE 21. — Consommation de l'acide lactique par l'Aspergillus niger en fonction du pH | : Consommation après 8 heures de contact
Il : Consommation après 24 heures de contact.
environ de la quantité mise en œuvre). Mais elle diminue rapidement lorsque le pH augmente ; elle n’est plus à pH 6,20 que du 1/30 ième environ de l’acide initial.
En se reportant à la courbe de dissociation de l’acide lactique (figure 19) on s’aperçoit que la consommation est très étroitement liée à la quantité de molécules non dissociées présentes dans le milieu.
Aux pH élevés, la consommation plus forte que ne le voudrait la courbe de dissociation, s’explique très bien par le fait qu’aussitôt l'absorption par le champignon de la petite quantité de molécules non dissociées (0,45 p. 100 à pH 6,20) il s’en reforme des quantités équivalentes en vertu de la loi d’action de masses.
Il est à remarquer que la consommation de l’acide ne commence pas tout de suite, car elle est très faible après 8 heures de contact et de l’ordre des erreurs d’expériences. Il était donc inutile dans ces conditions d'utiliser des voiles lavés la dernière fois avec une solution isotonique au milieu de substitution.
CHAPITRE II. — CONSOMMATION DE L’ACIDE LACTIQUE PAR L’ASPERGILLUS REPENS DE BARY
Les résultats obtenus avec l’Aspergillus repens sont résumés au tableau XXXII.
On s’aperçoit que, quel que soit le pH, ce champignon est incapable de consommer l’acide lactique.
Ces résultats sont en accord avec les expériences de BAcx (loc. cit.) quand il ne trouve à l’acide lactique qu’une toxicité pour l’Aspergillus repens uniquement en rapport avec les ions H du milieu.
Ce fait n’est pas isolé, et nous avons vu au début de ce travail que pour SMITH l’action de l’acide lactique est nulle sur les œufs d’Asteria et d’Arbacia.
Ce phénomène est-il dû à l’imperméabilité de la membrane à l'acide, ou bien à l’impossibilité pour le mycélium de la brûler ?
Il est évidemment difficile de se prononcer de façon certaine pour l’une ou l’autre de ces hypothèses. Cependant le fait que pour Bac et SmiTH l’acide lactique ne possède pas sensiblement de toxicité propre, semble bien indiquer qu’il est arrêté par la membrane cellulaire, car on voit mal ce qui l’empêcherait d’exercer son action si elle est due, comme le pense LILLIE, et la plupart des auteurs, à l’effet des ions H résultant de sa dissociation à l’intérieur de la cellule.
ExPpÉRIENCE XXX (Tableau XXXII)
Milieu de culture initial :
Décoction de carotte à 500 g.
PAL L'URSS SERA SRE 50 cc.
Constante minérale B .......... 2cc. 5 Glace tea 2 g. 50 Citrate de Na et NaCI ........ aâ lg.
CIN PEER EL Occ. 5
Ac lactique 2 ne 6 cc. 25 Constante minérale À .......... 5icc.
Sol. de NO;NH, à 5 p. 100 ...... 5 cc.
NOR eu he Variable
Hauedisnliéenesr ete gs 25cc.
Tagzeau XXXII
Voiles de 7 jours à l’étuve à 27°, lavés 24 heures à l’eau distillée.
Acutlactique mitials 1.200200 280 mg.
pk titan @etieis rates Variable Durée de contacte 7e mere 8 et 24 heures
Série pH Durée pH Récolte | Ac. lactique |Consominitial en final | en mg. final mation heures en MY. en mg.
8 3,95 138 279 1 8 3,54 145 279 il I 3,02 24 3,4 150 279 1 24 3,54 148 280 0 8 5,60 135 280 0 8 5,58 138 281 0 IT 5,37 24 5,88 140 279 1 24 5,88 138 280 0 8 5,15 141 278 2 8 5,72 145 280 0 III 5,95 24 6,26 148 27 2 24 6,25 140 219 1 8 6,54 139 | 280 0 8 6,52 142 | 279 1 IV 6,30 24 6,66 141 278 2 24 6,68 140 279 À
CHAPITRE III — CONSOMMATION DE L’ACIDE LACTIQUE PAR LE PENICILLIUM GLAUCUM LINK
La consommation de l’acide lactique par le Penicillimu glaucum est très rapide dans les milieux acides. Comme elle diminue rapidement lorsque le pH augmente, en suivant de très près la courbe de dissociation de l’acide on peut conclure qu’elle se fait uniquement aux dépens de la molécule non dissociée.
Cependant elle est encore nette alors que les molécules entières ne sont plus qu’à l’état de traces ; elle atteint, en effet, encore 1/30 ième de l’acide mis en œuvre à pH 6,6 alors que la quantité de molécules n’est plus que de 0,2 p. 100. Ce fait, que j'avais déjà signalé à propos de l’Aspergillus niger, est ici plus marqué à cause de l’absorption plus grande de l’acide, mais l’explication semble en être la même.
Acide lactique consomme en ma.
FIGURE 22. — Consommation de l'acide lactique
par le Penicillium glaucum en fonction du pH
| : Consommation après 8 heures de contact.
; Il : Consommation après 24 heures de contact.
EXPÉRIENCE XXXI (Tableau XXXIII, Figure 22)
Milieu de culture initial :
Milieu de RAULIN dilué à 1/2.
Milieu de substitution :
AGENT ER R 6 ce 25 Constante minérale À .......... 5\Cc:
Sol. de NO:NH;'à 5 p. 100 ...... 5 cc.
LE 0) 5 PA nn Variable
AVC Se ec oco so aber qs 25 cc.
DO DO
On remarquera dans le cas du Penicillium, que l’absorption est très précoce et sensiblement proportionnelle au temps de contact. Cela se traduit par deux courbes sensiblement homologues dans la représentation graphique de la consommation en fonction du pH, après 8 et 24 heures de contact. (Figure 22).
CHAPITRE IV. — CONSOMMATION DE L’ACIDE LACTIQUE PAR LE CUNNINGHAMELLA ECHINULATA THAXTER
Comme l’acide oxalique l’acide lactique est absorbé difficilement par, ce champignon. La consommation suit cependant les mêmes lois qu’avec l’Aspergillus niger et le Penicillium glaucum.
La pénétration de l’acide doit être très lente car la consommation après 8 heures de contact est à peu près nulle et de l’ordre des erreurs d'expérience.
à cr
À Fig 23 È
CE
4 7 # FIGURE 23. — Consommation de l'acide lactique
par le Cunninghamella echinulata en fonction du PH
Exrérience XXXII (Tableau XXXIV, Figure 23)
Milieu de culture initial :
Milieu à la carotte de même composition que celui utilisé pour l’Aspergillus repens.
AemlactiqueN 2 ere berne Écer2S Constante minérale À .......... 5Ice; Solde NO:;NH: 2.5 p. 100... 5 cc.
NAT En A RE EC EMEA Variable
Fau distillée 0. esse ds 29 ce.
RU TABLEAU XXXIV
Voiles de 7 jours à l’étuve à 24°, lavés 24 heures à l’eau distillée.
Accents ler Mer 280 mg.
PH ATARI LE CÉSAR Variable Durée dé Contacts 4.302000 8 et 24 heures
Série pH Durée Récolte pH Ac. lactique | \onson initial en en my. final final mation heures en my. "n My.
8 190 3,96 280 0 8 202 3,94 279 1 I 3,87 24 197 4 252 28 24 210 3,98 253 27 8 196 4,171 279 L 8 198 4,72 278 2 II 4,64 24 202 4,83 257 23 24 196 4,83 258 22 8 195 5,57 279 1 8 205 5,62 280 0 III 5,60 24 206 5,58 268 12 24 202 5,59 268 12 8 192 6,12 278 1 8 201 6,12 Do) 9 IV 6,13 24 205 6,10 270 10 24 204 6,11 T1 9
RESUME DE L’ETUDE SUR LA CONSOMMATION DE L’ACIDE LACTIQUE
Des quatre champignons utilisés dans ces expériences, trois : Aspergillus niger, Penicillium glaucum et Cunninghamella echinulata sont capables d’absorber l’acide lactique, avec une rapidité qui varie d’ailleurs avec chacun d’eux. Avec le quatrième : Aspergillus repens, la consommation est nulle.
L’absorption est tardive avec Aspergillus niger et Cunninghamella echinulata, puisqu'elle est à peu près nulle après 8 heures de contact des voiles sur le milieu d'étude. Elle est par contre, sensiblement proportionnelle au temps avec Penicillium glaucum.
La consommation, quand elle a lieu, se fait aux dépens des molécules non dissociées d’acide lactique.
ETUDE DE LA CONSOMMATION DE L’ACIDE ACETIQUE
La toxicité de l’acide acétique a attiré l’attention de nombreux chercheurs. Si dans les milieux voisins de la neutralité il se montre un bon aliment, il devient rapidement toxique lorsque le pH s’abaisse.
C’est ainsi que REICHEL le trouve plus toxique que HCI sur le Penicillium glaucum.
La plupart des auteurs ont rapporté cette action aux molécules non dissociées.
Bacx, (loc. cit.) constate qu’en milieu neutre il est un bon aliment pour l’Aspergillus repens, mais que la culture s’arrête lorsque la concentration de l’acide à l’état moléculaire atteint dans le milieu une valeur comprise entre 0,015 M et 0.029 M par litre.
Cependant Pia recherchant son action sur la fermentation alcoolique pense qu’elle est due uniquement aux ions H. dissocié.
D’après SCUDDER sa constante de dissociation est K — 1,8. 10”.
Son point de demi-virage est à pH — log.—— 4,74. K On trouvera tableau XXXV la concentration respective des molécules non dissociées et des ions aux différents pH, calculée d’après ces données. La figure 24 donne la représentation graphique de ces
résultats.
TABLEAU XXXV oo
pH q (2 pH a a 82 97,2 2,8 5 35,7 64 8,4 95,8 42 5,2 26,1 139 8,6 98,4 6,6 54 182 SLS 38 89,9 10,1 5,6 12,3 87.7 4 848 15,2 5,8 8,1 919 4,2 779 29,1 6 5,3 94,7 44 69 31 6,2 3,5 96,5 46 584 41,6 GA 2,9 O7.8 48 46,9 53,1 6,6 1 | 99
Concentration pour 199
2 3 ee M, 5 6 7 4 FIGURE 24. — Courbes de dissociation de l'acide acétique
En présence de NO;NH; comme source d’azote, j’ai pu, fortuitement, mettre en évidence la formation de nitrites. Je me suis aperçu en effet, en voulant doser l’acide acétique dans les milieux d’étude après contact avec les voiles d’Aspergillus niger, d’Aspergillus repens et de Penicillium glaucum obtenus dans les conditions habituelles, que la première fraction de distillat conduisait à des chiffres plus forts que les suivantes. Recherchant la cause de cette erreur, j’ai constaté que cette fraction donnait une réaction fortement positive à la diphénylamine : il ne pouvait s’agir que des nitrites puisque l’acide nitrique ne passe pas à la distillation dans ces conditions.
On admet depuis SCHLOESING et MuNTz (1878) que les nitrites sont le terme intermédiaire de l’assimilation des nitrates, avant la transformation finale en ammoniaque. Sans vouloir entrer dans les détails, je citerai à l’appui de cette théorie qui exige un remaniement moléculaire absorbant nécessairement de l’énergie, les travaux de PURIEWITCH qui a montré que l’assimilation de l’azote nitrique s'accompagne d’une perte d'énergie considérable.
RACIBORSKI, d’autre part, indique que l'addition d’un oxydant (CIO;K) arrête l’assimilation des nitrates tandis qu’un réducteur, au contraire, la favorise.
Les nitrites, très instables en milieux acides, n’ont jamais pu de ce fait être caractérisés dans les cultures ordinaires. Mais RITTER a trouvé, avec des cultures d’Aspergillus niger et d’Aspergillus glaucus, que si l’on maintient le milieu neutre ou alcalin soit par addition de craie, soit en remplaçant le sucre par des sels d’acides organiques, on peut caractériser les nitrites sur des milieux nitratés.
Je n’ai pas fait l’étude systématique du phénomène, mais j'ai pu constater dans mes expériences, dès pH 6,2-6,3, c’est-à-dire dans des milieux encore acides, une formation de nitrites assez importante
| Milieu double Sc.
Walk Variable
Lau dist. ad /Oec.
? 6 4 2 0 Waëk N FIGURE 25. — Courbe d'ajustage
des milieux de substitution
à l'acide acétique
pour fausser le dosage de l’acide acétique. Il est probable qu’à des pH bien inférieurs on peut déceler son existence à l’état de traces.
Pour remédier à cette cause d’erreur, j’ai remplacé dans les expériences qui vont suivre NO;NH, par SO,(NH.)°.
Pour éviter la formation possible d’acides organiques à partir du glucose, fait qui pouvait fausser le dosage, je l’ai supprimé des milieux et j’ai dû pour cette raison utiliser seulement la méthode des voiles solides.
CHAPITRE I. — CONSOMMATION DE L’ACIDE ACETIQUE PAR L’ASPERGILLUS NIGER
La souche d’Aspergillus niger qui m’avait servi quelques mois auparavant pour les expériences avec les acides oxalique et lactique, ayant été détruite accidentellement, ces expériences ont été faites avec une nouvelle souche, qui, cultivée sur le même milieu initial, m'a donné des voiles plus épais et plus denses que la précédente.
Les résultats rapportés au tableau XXXVI montrent que la consommation de l’acide est très énergique témoignant de sa grande valeur alimentaire.
Il faut remarquer ici, comme dans les expériences correspondantes avec l’acide lactique, que l’absorption n’est pas précoce et qu’elle est très faible dans les 8 premières heures par rapport à celle des 16 heures suivantes.
EXPÉRIENCE XXXIII (Tableau XXXVI, Figure 26)
Milieu de culture initial :
Constante minérale À ........... 5 cc.
Sol. de NO:NE, à 5 p. 100 ...... 5 ce.
Glucose LEA RME LL re 124199 au ditilée 2e ce ds 0 cc.
Milieu de substitution :
Acétate de Na N/D 0... 6 ce. 25 Constante minérale À ........... 5 cc.
Sol de SO:(NH 2) 5 pe 100. Sec NaOH ESS RARE ER ee Variable
Pau distiliée een enter dec.
TaBLEaAu XXXVI
Voiles de 5 jours à l’étuve à 30°, lavés 24 heures à l’eau distillée.
AG due LHIUAL 22 ce ce 187 mg.
LE eue 1 AP OR NRA Variable Durée de Contacter mr ae 8 et 24 heures
Série .DH Durée Récolte | Ac. acétique| Consominitial en en MY. final mation heures en My. en m{.
Qo BE
oO : Oo O0
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Comme il fallait s’y attendre par suite de l’absorption considérable des radicaux acides, le milieu s’alcalinise rapidement, car en l’absence de glucose la consommation de l’azote ammoniacal est faible et le champignon ne peut pas fabriquer d’acide de neutralisation.
L’acide acétique est consommé de façon à peu près équivalente à tous les pH, même lorsque théoriquement les molécules entières ont disparu du milieu.
Acide acelique consomme ent m
FIGURE 26. — Consommation de l'acide acétique par l'Aspergillus niger en fonction du pH | : Après 8 heures de contact.
Il : Après 24 heures de contact.
CHAPITRE II. — CONSOMMATION DE L’ACIDE ACETIQUE PAR L’ASPERGILLUS REPENS
Dans les conditions optima (tableau XXXVII, séries 2 et 3) l'acide acétique se montre un excellent aliment pour l’Aspergillus repens, car les voiles ont augmenté très sensiblement de poids. Dans la série la plus acide (pH 5,7) nous sommes aux environs du pH limite déterminé par BACH où un milieu à cette concentration en acide acétique ne permet plus la culture, et c’est à ce fait qu'il faut rapporter la consommation plus faible dans cette série.
Acide acelique consomme en my.
St — PR A De 7.10 6 À ê
FIGURE 27. — Consommation de) l'acide acétique par l'Aspergillus repens en fonction du pH | : Après 8 heures de contact.
Il : Après 24 heures de contact.
Comme dans les expériences avec Aspergillus niger, la consom-
mation ne suit pas la courbe de dissociation de l’acide.
EXPÉRIENCE XXXIV (Tableau XXXVII, Figure 27)
Milieu de culture initial :
Décoction de carotte à 500 g. p. 2000 50 cc.
Constante minérale... 2 cc. 5 GUCOSE ER ne 2 g. 50 Citrate de Na et NaCI aû .......... 1 g.
HOLN SR Cr 0 cc. 5 ACELUE de NAN ER eee 6 cc. 25 Constante minérale À ........... Sec, SoLtdé SOL(NH2)2 45p. 100 .:. . Sec.
NOR RE à Variable Pau distillée: 2er ame nee don ce
Tagzeau XXX VII
Voiles de 7 jours à l’étuve à 27°, lavés 24 heures à l’eau distillée.
AG. acétique intiale...........: 187 me.
DHinitiale sen. Variable Duréévde contact "er 8 et 24 heures
Série pH Durée pH Récolte | Ac. acétique| Consominitial en final en My. final mation heures | en My. en M{.
160 176 si 153 175 12
167 140 47 re 143 4
157 12 ah
IA
CHAPITRE III. — CONSOMMATION DE L’ACIDE ACETIQUE PAR LE PENICILLIUM GLAUCUM
Comme dans les expériences correspondantes avec l’acide lactique l’absorption de l’acide est très précoce et sensiblement proportionnelle au temps. (Tableau XXXVIII). Dans la troisième série (pH initial 7.49) la consommation après 8 heures est presque égale à celle des 24 heures ; comme le pH est monté à 8 après les 8 premières heures, il faut probablement attribuer la faible consommation dans les 16 heures suivantes à l’alcalinité du milieu qui gêne le métabolisme du champignon.
Acide acelique consommé En MQ.
FIGURE 28. — Consommation de l'acide acétique par le Penicillium glaucum
en fonction du pH
EXPÉRIENCE XXX VI (Tableau XXX VIII, Figure 28)
Milieu de culture initial :
Milieu de RAULIN dilué au demi .. 50cc.
Milieu de substitution :
Acétate de Na N/2 .:....,...... 6 cc. 25 Constante minérale À .......... 5icc.
Solde SO," (NH2),2 3/5 p. 100 .. 5e.
NAOHETE RER Eee ner Variable Eau sul ee ds 296€
TagLeau XXX VIII
Voiles de 7 jours à l’étuve à 22°, lavés 24 heures à l’eau distillée.
Ac. acétiquenuitial 24.6... 187 mg.
pHi-initial sta ie ete Variable
Dureeide contacte PR RC 8 et 24 heures pH Durée pH Récolte | Ac. acétique| Consom- Série initial en final en my. final mation heures en my. en mg.
II
TT 7.49 24 8,55 270 110 tit 24 8,58 2617 dite 72
CHAPITRE IV. — CONSOMMATION DE L’ACIDE ACETIQUE PAR LE CUNNINGHAMELLA ECHINULATA
Même avec ce champignon, qui consomme cependant assez mal les acides lactique et oxalique, l’acide acétique est très bien absorbé ; et on note dans les cas les plus favorables (tableau XXXIX, série I et II) une augmentation très nette du poids du mycélium.
La consommation, nettement plus forte dans la série la plus acide, ne s’annule cependant pas lorsque le pH augmente, mais demeure à peu près stationnaire à partir du moment où théoriquement les molécules entières ont disparu du milieu.
al
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FIGURE 29. — Consommation de l'acide acétique par le Cunninghamella en fonction du pH
EXPÉRIENCE XXX VII (Tableau XXXIX, Figure 29)
Milieu de culture initial :
Milieu à la carotte de même composition que celui utilisé pour l’Aspergillus repens.
Milieu de substitution :
Acetate deUNaAN 2 Re 0 €6, 29 Constante minérale À .......... 5 cc.
Sol de 50, (NFH2)22:à/5%5. 100. 5 cc.
NAO ER ER ne Variable AR EI CRM TRE ENE gs UV 29.0
TaBLEAu XXXIX
Voiles de 7 jours à l’étuve à 24°, lavés 24 heures à l’eau distillée.
AC. raceliquenminale M. 187 mg.
DHEA Variable Durééde contacte een ee en. 8 et 24 heures
Série pH Durée |Récolte Ac. acétique |Consominitial en en My. ï final mation heures en My. en mg.
RESUME DE L’ETUDE SUR LA CONSOMMATION DE L’ACIDE ACETIQUE
1°) En présence de NO;NH, comme source d’azote avec l’acétate de Na comme seule source de carbone, j'ai pu mettre en évidence la formation de nitrites qui devient importante à partir de pH 6,2-6,3.
2°) L’acide acétique est absorbé très énergiquement par les quatre champignons utilisés ; mais la courbe de consommation ne suit pas la courbe de dissociation de l’acide.
Pour les organismes peu sensibles à l’action toxique de l’acide acétique, comme Aspergillus niger et Cunninghamella echinulata, elle forme sensiblement un palier à partir du moment où théoriquement les molécules entières ont disparu du milieu.
Pour les autres la courbe passe par un maximum vers pH 7 à cause de l’action toxique des milieux plus acides.
A) AVANTAGES DE LA CULTURE INDIRECTE
Cette méthode, bien que délicate à manier, dont l’emploi pour des recherches quantitatives fut si souvent critiqué, est cependant la méthode de choix pour ce genre d’études ; et je voudrais en quelques mots en indiquer ici les raisons.
1°) Les traces de milieu initial que conservent les voiles utilisés, ne peuvent avoir d'influence nuisible pour les recherches comme celles qui viennent d’être exposées, puisque les milieux d'étude contiennent eux-mêmes tous ces éléments.
2°) L'imprécision due à l’impossibilité où l’on est de connaître les poids exacts des mycéliums avant expérience n’est qu’apparente : on peut avec quelques précautions obtenir des voiles de même âge dont les poids sont à peu près identiques, si bien que l’on peut, sans erreur appréciable, considérer les deux facteurs : poids et âge du mycélium, comme des constantes.
En culture directe, au contraire, les mycéliums réagissant sont bien différents au début et à la fin de l’expérience. et les rapports entre le poids du mycélium et le volume du milieu diminue considérablement avec le temps. Comme d’autre part, le développement des voiles est plus ou moins rapide suivant le pH initial du milieu, on arrive à des résultats difficilement comparables entre eux.
3°) Maïs l’avantage le plus marqué de la méthode des voiles solides pour des études comparatives avec plusieurs organismes apparaît surtout dans la possibilité d’utiliser des milieux d’études identiques.
B) INFLUENCE DU CLUCOSE SUR LA CONSOMMATION DE L’ACIDE
Pour les auteurs anciens les acides organiques étaient protégés par une quantité suffisante de sucre, et leur consommation par le champignon était l’indice d’une carence du milieu en source de carbone glucidique.
SAKAMURA, infirmant cette hypothèse, a montré que la consommation de l’acide oxalique par l’Aspergillus niger commence alors qu’il reste des quantités importantes de sucre, et que lorsqu'il a disparu la consommation s’arrête si les conditions de pénétration ne sont pas réalisées. En d’autres termes la consommation de l’acide ne dépend pas de la quantité de sucre mais du pH du milieu.
J'ai pu constater le même phénomène avec l’Aspergillus niger et les autres champignons utilisés, ce qui semble bien indiquer qu'il est général.
La conception téléologique du choix de ses aliments par le champignon ne peut donc plus être retenue.
Il assimile tout ce qui lui est offert quand bien même il en résulterait des conditions dysgénésiques, et Ja rapidité de la pénétration de chaque substance est fonction de la perméabilité de la membrane pour chacune d’elle.
J'ai même pu constater avec la culture indirecte que le glucose, loin de protéger l’acide, favorisait, au contraire, son assimilation. Ce comportement, en apparence paradoxal, se conçoit aisément
En présence de glucose le milieu permet normalement un bon développement du mycélium, il se fait avec le milieu environnant des échanges rapides que nécessite la rapidité de son accroissement, et l’acide qui participe à ces échanges, est absorbé en quelque sorte « par entraînement ». En l’absence de glucose, au contraire, l’acide, seul élément énergétique ne permet qu’un développement médiocre du mycélium ; s’accroissant lentement, il a peu de besoin ei l’absorption de l’acide est plus lente.
Ce phénomène, moins net avec les champignons peu exigeants comme l’Aspergillus niger, peut aller avec d’autres, comme j’ai pu le constater avec Cunninghamella echinulata, jusqu’à la suppression complète de l’absorption.
Cette différence entre l'intensité des échanges n’est d’ailleurs
pas la seule cause, car, après quelques heures de contact, vient s’ajouter encore la différence des poids de mycélium réagissant.
C) PÉNÉTRATION DE L’ACIDE
L’acide oxalique est un mauvais aliment et sa consommation reste toujours faible. Les expériences nous montrent qu'elle est sous la dépendance étroite du pH du milieu, et partant de l’état de dissociation de l’acide.
Il faut remarquer tout d’abord, qu'aucun des quatre champignons utilisés n’est capable d’assimiler les ions oxalate neutre, mais c’est là leur seul lien commun, car les divergences apparaissent au sujet de l’ion oxalate acide.
L’Aspergillus niger, dans les conditions normales, ne consomme que les molécules entières, mais peut, dans certaines conditions (lorsque les voiles en expérience ont été épuisés par des lavages à l’eau distillée), assimiler aussi quoique moins rapidement les ions oxalate acide.
L’Aspergillus repens, comme le faisaient prévoir les expériences de BACH, assimile normalement les ions oxalate acide.
Le cas du Penicillium glaucum est à rapprocher de celui de l’Aspergillus niger. Avec un milieu peu favorable au développement du mycélium il ne consomme que les molécules indissociées, dans les autres cas il absorbe également les ions oxalate acide.
Enfin le Cunninghamella echinulata ne peut assimiler que les molécules entières.
SAKAMURA avait émis l’hypothèse d’une adaptation particulière des champignons acidophyles à ne consommer que les molécules entières, tandis que les champignons acidophobes seraient mieux en état d’absorber l’acide à l’état d'ions. Cette hypothèse trop finaliste n’est pas vérifiée par mes expériences, puisque Cunninghamella echinulata, champignon très sensible aux ions H, n’absorbe cependant que les molécules entières.
Ces expériences avec l’acide oxalique mettent en evidence deux modes de pénétration distincts.
a) Avec Aspergillus niger et Cunninghamella echinulata, pénétration exclusive dans les conditions normales des molécules non ionisées. Ce fait est en accord avec les conclusions de la plupart des auteurs qui ont étudié la question, et son explication ne souffre aucune difficulté, puisque les molécules peuvent traverser la membrane sans provoquer de déséquilibre de potentiel de part et d’autre de celle-ci.
b) Avec Aspergillus repens et Penicillium glaucum, les expérviences ne permettent de constater que la pénétration des ions oxalate
acide. Mais, quoiqu’on ne puisse la mettre directement en évidence. il est facile de montrer que la pénétration des molécules doit être très importante.
Avec Aspergillus repens leur apparition dans le milieu coïncide avec celle d’une toxicité intense : à pH 3 un milieu N/16 en acide oxalique est encore si toxique que tout échange cesse. Cette toxicité n’est imputable ni aux ions H, puisque le mycélium peut se développer jusqu’à pH 1,8 en l’absence de cet acide (BACH), ni aux ions oxalate acide : à pH 3 un milieu N/16 en acide oxalique a une concentration de 2 g. 60 pour 1000 en ions oxalate acide, concentration qui n’est nullement toxique dans mes conditions d’expérience (1). Il ne reste donc à incriminer que la présence des molécules non dissociées ; et leur toxicité très élevée ne peut être due qu’à leur pénétration très rapide.
J'ai montré, d’autre part, que, suivant le milieu de eulture initial. le comportement du Penicillium glaucum était différent. Avec des voiles poussés normalement on constate la pénétration des ions oxalate acide ; dans des conditions de croissance peu favorables, le champignon n’assimile plus que les molécules entières. Je pense qu’il faut voir dans ce cas une diminution considérable de l’activité des échanges, et que dans les conditions normales la pénétration des ions oxalate acide est accompagnée, lorsque le pH le permet, de la pénétration encore plus rapide des molécules entières puisque cette dernière a subsisté dans les conditions anormales.
Comment, alors, expliquer le comportement de l’Aspergillus niger et de Cunninghamella echinulata ?
Je pense qu’il est dû à la perméabilité très faible de ces organismes pour l’acide oxalique, qui ne leur permet pas d’assimiler les ions de façon mesurable. Le cas de l’Aspergillus niger, qui a été spécialement étudié, vient d’ailleurs fortifier cette conception.
Nous avons vu que la pénétration des ions oxalate acide qui se produit avec des voiles épuisés par des lavages à l’eau distillée, n’existe plus lorsqu'ils ont été lavés la dernière fois avec une solution isotonique avec le milieu de substitution. Il est logique de penser que, dans le premier cas, la différence considérable de pression osmotique entre le contenu cellulaire et le milieu externe, accroît la vitesse
(1) En effet, en se rapportant aux résultats de l'expérience XVII (tableau XVIII, série I), on constate qu'un milieu N/8 en acide oxalique à pH 4 n'est pas toxique pour Aspergillus repens ; or, un tel milieu a une concentration de 3 g 75 pour 1000 d'acide à l’état d'ions oxalade acide.
des échanges qui se traduit par la pénétration mesurable des ions oxalate acide. J’ai pu montrer, d’ailleurs, que, même dans ce cas, la pénétration des molécules était beaucoup plus rapide que celle des ions.
Nous arrivons donc à cette conclusion que les ions oxalate acide peuvent pénétrer, mais avec une vitesse bien inférieure à celle des molécules.
Une question se pose maintenant : par quel mode se fait le passage des ions ?
Dans l’état actuel de nos connaissances nous en sommes réduits à formuler des hypothèses. i
Le passage des ions oxalate acide, qui doivent être chargés électriquement (1), ne peut se faire que de deux façons : par tendance à l'établissement d’un équilibre de DoNNAN, équilibre toujours déplacé dans le même sens par suite de la disparition des ions métabolisés par la cellule ; ou par passage simultané dans le sens dehors-dedans d'ions de signe contraire. Il est impossible pour l'instant de choisir entre l’un ou l’autre de ces moyens qui se traduisent tous deux par un ralentissement considérable des échanges.
Il. — Acide lactique PÉNÉTRATION DE L’ACIDE.
La consommation de l’acide lactique varie en intensité avec chacun des champignons utilisés.
D'une intensité à peu près égale chez l’Aspergillus niger et le Penicillium glaucum, elle est tardive avec le premier tandis qu’elle est précoce avec le second. |
L’Aspergillus repens n’assimile pas du tout l’acide lactique.
Nous sommes dans ce cas.en face de deux hypothèses :
a) Ou bien l’acide lactique peut pénétrer à l’intérieur de la cellule et ne peut être métabolisé. Par suite de l’accumulation de l’acide la pression à l’intérieur de la cellule devient rapidement telle que les échanges sont supprimés, bien que la quantité d’acide ayant pénétré soit encore trop faible pour pouvoir la déceler au dosage.
b) Ou bien la membrane protoplasmique de l’Aspergillus repens est imperméable à l’acide lactique.
(1) Il est toutefois vraisemblable de penser que cet ion oxalate acide, où sur l’anion neutre reste encore accroché un cathion doit avoir une charge électrique plus faible que l'ion d'un acide monovalent.
La première hypothèse pose une invraisemblance. Il est difficile de concevoir qu’une molécule aussi répandue que celle de l'acide lactique, forme intermédiaire très commune de l’assimilation des glucides, puisse ainsi échapper à l’action du métabolisme cellulaire. Il faudrait donc admettre qu’elle est toxique, ce qui n’est pas le cas.
La seconde hypothèse tient mieux compte des expériences des prédécesseurs avec cet acide.
J’ai déjà dit que pour Bac la toxicité de l’acide lactique pour l’Aspergillus repens est sensiblement nulle. Pour SMITH, sa toxicité est également nulle sur des œufs d’animaux marins. Comme il est admis maintenant de façon générale, qu’elle est due à l’action des ions H résultant de la dissociation à l’intérieur de la cellule de l'acide qui a pénétré, il est donc logique de penser que l’acide lactique n’a pu pénétrer.
Le Cunninghamella echinulata, qui assimile lentement l'acide, forme la transition entre l’Aspergillus repens et les premiers.
La consommation, lorsqu'elle existe, est sous la dépendance étroite du pH, et la pénétration des ions lactate, si elle existe, n’excède pas les erreurs d’expériences.
A) VALEUR ALIMENTAIRE
Comme le faisaient prévoir les expériences antérieures l’acide acétique est un bon aliment énergétique. Chez tous les champignons utilisés, il s’est montré une source de carbone assez bonne pour produire malgré l’absence de glucose, dans les cas les plus favorables, un accroissement sensible du poids des mycéliums. On assiste même souvent à une véritable continuation de la culture.
B) PÉNÉTRATION DE L’ACIDE
Avec l’Aspergillus niger et Cunninghamella echinulata, la consommation qui atteint pour l’Aspergillus niger 85 p. 100 de l’acide mis en œuvre, diminue comme la concentration en ions H et comme celle des molécules entières, maïs vers pH 7, au moment où, d’après les lois de dissociation électrolytique, le milieu ne devrait plus renfermer de molécules non ionisées, la consommation reste importante, mais sensiblement constante.
Avec Aspergillus repens et Penicillium glaucum, les courbes sont
encore plus irrégulières, et on note un maximum aux environs de pH 7. La diminution de la consommation du côté acide est due vraisemblablement à la toxicité très grande des molécules entières qui inhibe rapidement les facultés d’assimilation du mycélium.
Le fait que la consommation ne s’annule pas au delà de pH 7, alors que théoriquement les molécules entières ont disparu du milieu, parait en contradiction avec les résultats des nombreux auteurs qui se sont occupés de l’action de l’acide acétique sur des organismes les plus divers, soit en mesurant sa vitesse de pénétration, soit en étudiant sa toxicité. Ils concluent généralement à la pénétration de la seule molécule entière.
Mais pour l’acide acétique, acide faible, il convient de faire intervenir les faits de la dissociation hydrolytique. L’acétate de soude, sel d’un acide faible et d’une base forte, n’est pas hydrolysé entièrement en solution aqueuse (1). Dans ces conditions, le recul d’ionisation est tel que pratiquement la dissociation n’est jamais complète (2).
Le champignon se trouve donc toujours en présence d’une certaine quantité de molécules non dissociées, qui se reforme aussitôt absorbée en vertu de la loi d’action de masses s’exerçant à la fois sur l'acide et sur l’acétate de soude non hydrolysé.
Il faut ajouter que cela n’exclut pas la possibilité de la pénétration d’une certaine quantité d’ions acétate par un processus analogue à celui décrit par l’acide oxalique.
IV. — Résumé
En résumé, si la pénétration des acides se fait de préférence à l’état de molécules entières, il faut dans certains cas faire intervenir la pénétration des ions. L’hypothèse formulée par OSTERHOUT se
(1) SEXLER C. A. et Lyop P. V. (J. Chem. Soc. 1917, t. III, p. 138) donne comme valeur de son coefficient d’hydrolyse g —= (0,64 en présence de sels à la concentration 0, 5 M. SMiTx (loc. cit.) prend comme valeur g — 0,618 dans l’eau de mer. Dans mes milieux de concentration saline plus forte, il a une valeur inférieure encore.
(2) Ce fait est en somme identique au cas bien connu de la dissociation de CINH,. Ce sel donne dans l’eau une solution de pH 5,5 dû à la dissociation plus forte de HC1 que de NH, OH produits par hydrolyse. A ce pH, alors que, d’après sa constante de dissociation, l’ammoniaque devrait être complètement ionisée, on peut mettre en évidence une certaine tension en gaz ammoniac, done ’ammoniaque à l'état moléculaire.
révèle trop exclusive. En l’admettant intégralement, il serait d’ailleurs dificile d’expliquer la pénétration cependant évidente des sels bien dissociés qui n’existent pratiquement pas à l’état moléculaire.
L'ordre des acides, classés d’après leur vitesse de pénétration cest le suivant :
acide acétique, acide lactique, acide oxalique ; exception faite du cas de l’Aspergillus repens avec lequel l’acide lactique prend la dernière place.
Ces expériences ne permettent pas d'apporter une confirmation à l’une ou l’autre des théories de la pénétration dans les cellules ; aussi bien ce n’est pas dans ce sens qu’elles avaient été conduites.
Cependant, les résultats obtenus s'accordent bien avec la théorie de la membrane tamis. Mais il est certain que ce n’est pas le seul mode à considérer, notamment pour expliquer la pénétration extrêmement forte de l’acide acétique, pour laquelle la lipo-solubilité doit jouer un rôle considérable.
ER RÉSUMÉ GÉNÉRAL
1°) J'ai donné une bibliographie détaillée de l’action des acides organiques sur de très nombreux organismes et les problèmes qu’elle soulève. 2°) J'ai montré, en recherchant une méthode précise de dosage de l’acide lactique, que l’élimination du glucose par l’hydroxyde de cuivre en milieu alcalin amène une perte sensible en acide lactique. 3°) J'ai étudié la consommation en fonction du pH des acides oxalique, lactique et acétique par les champignons suivants : Aspergillus niger, Aspergillus repens, Penicillium glaucum, Cunninghamella echinulata.
4°) L'emploi de la méthode des voiles solides m’a permis d’établir directement des courbes de consommation de ces acides en fonction du pH.
5°) La pénétration de l’acide oxalique se fait, suivant les champignons, aux dépens des molécules entières seules, ou à l’ensemble de celles-ci et des ions oxalate acide. Les ions oxalate neutre ne sont jamais assimilés.
6°) La pénétration de l’acide lactique se fait aux dépeus des molécules entières. La pénétration des ions lactate, si elle existe, n’excède pas les erreurs d’expérience.
7°) D’après les courbes de consommation de l’acide acétique. la pénétration semble se faire aussi bien aux dépens des molécules entières que des ions acétate. J'ai indiqué qu'il était vraisemblable d’imputer ce fait à une dissociation incomplète de l’acide acétique à cette concentration, sans exclure toutefois la possibilité d’une pénétration d'ions oxalate.
8°) J'ai montré sur des milieux nitratés contenant l’acétate de Na comme seule source de carbone, qu’on pouvait déceler une production importante nitrites dès pH 6,2-6,3.
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