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INTRODUCTION
Situé au carrefour du monde animal et du monde végétal, le monde microbien est constitué d’un nombre infini d'espèces parmi lesquelles les Bactéries pathogènes ont pendant longtemps accaparé l’attention des Bactériologistes et éclipsé les Microbes utiles des fermentations, dont le rôle avait cependant été reconnu par PASTEUR avant celui des germes infectieux. Si les raisons humanitaires ont done pendant longtemps fait réserver la vedette aux germes « malfaisants », des raisons d'intérêt économique ont peu à peu donné aux «bons Microbes » leur légitime revanche. Telle est opinion exprimée par A. GRATIA, Directeur de l’Institut de Bactériologie de Liège, qui poursuit:
« Des industries archaïques comme celle du Vin, du Vinaigre, de la Bière, de l Alcool, du Pain. du Fromage, du Rouissage du Lin et d’autres encore, sortirent de l’empirisme, furent renovées et rationnellement exploitées à mesure qu'on y découvrit l'intervention de Micro-organismes spécifiques que l’on isola, sélectionna et dont on étudia les conditions optimales de croissance et d’activité. Parallèlement, la découverte et l'étude des Microbes fertilisateurs du sol, comme les Bactéries fixatrices d’Azote ou les Germes nitrificateurs, révolutionnèrent l’agronomie, tandis qu'on exploita l'énergie microbienne pour la destruction des matières organiques et l’épuration des eaux ».
La voie ouverte par PASTEUR fut fructueusement poursuivie et considérablement élargie par les travaux originaux et féconds des DUCLAUX, HANSEN. BEYERLINGK, WINOGRADSKY, WAKSMAN, KLUYVER., BÜCHNER, GUILLIERMOND, PORTIER, BioucrE, WELCH et tant d’autres à l’étranger, auxquels s'ajoutent dans notre pays les importantes contributions récentes de FISCHER et de GÂUMANN.
Tous ces travaux ne constituent que les débuts de l’exploitation systématique des possibilités infinies ouvertes à l’industrie par l’immense arsenal des Microbes chimistes doués d'action spécifique et travaillant pour ainsi dire à la chaîne. On peut dire, en effet, qu'il y a dans la nature un Microbe pour n'importe quelle réaction. I n'est que de les chercher. C’est bien d’ailleurs de ce principe que partit, plus récemment, Dugos pour tenter avec succès d’attaquer les polysaccharides constituant les capsules protectrices des Pneumocoques virulents et qui devaient amener d'autre part à la découverte de la Gramicidine. C'est ainsi que Lieske. GRATIA, WAKSMAN et d’autres ont été amenés à isoler des divers Actinomyces de précieux Antibiotiques comme l’Actinomycine, la Streptothricine et la Streptomycine, et ont fait ensuite l'étude de la mycolyse pour ‘ntroduire l’usage des Mycolysats dans la thérapeutique
on
anti-infectieuse. C’est d'observations identiques faites par FLEMING que devait naître la Pénicilline.
«Qui donc alors ne voit clairement les immenses possibilités ouvertes à notre économie nationale », dit GRATIA, « par l’exploitation scientifiquement organisée du patrimoine microbien »? |
L'étude des Levures est, à ce sujet, de grande actualité et c’est pour cette raison que nous avons saisi avec empressement l’occasion de contribuer, dans la faible mesure de nos possibilités à l’étude de ces êtres microscopiques, si intéressants, si énigmatiques par leurs propriétés tantôt dangereuses ou funestes, tantôt très utiles. Le problème qui nous a été posé consistait à pousser plus avant l'étude du métabolisme lipidique de ces organismes en continuant les travaux de J. MEYER (1), LANGE (2), BüHLMAnNN (3), ScuÂr (4) et MARTI (5), qui tous ont étudié l'influence des ferments lipolytiques sur le métabolisme et la pathogénéité des Bactéries acido-résistantes.
Nous avons repris ces expériences dans le but d’étudier plus particulièrement les Lipases proprement dites élaborées par nos Levures douées d’une lipogenèse prononcée, en pensant qu'il était plus facile d'isoler et de préparer des quantités de Lipases au moyen de ces organismes cryptogamiques qu'avec les Bactéries acido-résistantes.
ous avons été obligé, pour atteindre notre but, d’étudier en premier lieu des Levures notoirement connues comme organismes lipolytiques, de contrôler cette propriété, de mettre au point des méthodes qui devaient nous permettre d’examiner les deux groupes de ferments estérasique et lipasique proprement dits.
Nous avons pensé que l’étude de ces êtres aptes à élaborer des Lipases proprement dites peut également être utilisée pour la synthèse des graisses en général et des Stérols en particulier. Essayer d’obtenir un rendement intéressant au point de vue synthèse de graisses, mais surtout en ce qui concerne la récolte des Lipases proprement dites, tel était le but essentiel de notre travail. Dans cet ordre d’idées, nos recherches ont été conçues de la façon suivante:
Notre travail est divisé en deux parties; la première est destinée à l’Historique; dans le premier chapitre nous avons essayé de donner une définition du terme « Levure » et un résumé sur l’ensemble des organismes levuriformes. Nous avons complété cet exposé en donnant un résumé des classications actuelles des Levures basées sur les propriétés morphologiques et physiologiques.
Dans le deuxième chapitre nous donnons un aperçu général sur Les Lipases, leurs propriétés, leur origine et leur position dans la classification des enzymes. Nous terminons la partie historique avec un troisième chapitre en étudiant les méthodes de dosage des enzymes lipasiques et les principes qui les régissent.
La deuxième partie a trait à nos travaux personnels et à cette occasion nous décrivons dans le Chapitre I V l'isolement et l’étude morphologique et biochimique de nos deux Levures lipolytiques: Candida lipolytica, Harrison et Trichosporon pullulans, Lindner. Le Chapitre V est consacré à l'étude du pouvoir lipolytique de ces deux micro-organismes; nous y
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essayons principalement d'établir les caractères différentiels des Lipases levuriennes par rapport aux Lipases des Bactéries acido-résistantes isolées par nos prédécesseurs.
Nous avons tenté ensuite d'isoler à l’état de pureté ces Lipases levuriennes, en faisant appel, d’un côté, aux milieux de culture ambiants et, de l’autre côté, au mycélium levurien proprement dit.
Dans le dernier chapitre nous avons essayé d'extraire les enzymes lipasiques soit au moyen de l’Acétone et de l’Ether, soit en stabilisant le substrat lipolytique au moyen de Soude ou de solvants organiques glucidiques.
Des conclusions générales terminent notre travail; nous avons, d’autre part, tenu à rapporter une bibliographie aussi complète que possible sur ce problème des Lipases, dont la littérature est très abondante, mais assez confuse.
Nous ne voudrions pas entrer dans le vif de notre sujet, sans avoir remercié Monsieur René SARTORY, Professeur de Bactériologie et de Cryptogamie à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, qui a bien voulu nous accueillir dans son laboratoire et nous a toujours témoigné un intérêt très marqué. Il nous a fait le grand honneur d’assumer la présidence de notre jury de thèse. - \
Nous adressons à Monsieur Paul JAEGER, Professeur de Botanique à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, qui a bien voulu faire partie de notre jury de thèse, le témoignage de nos sentiments respectueux et reconnaissants.
Nous tenons à témoigner nos sentiments de vive gratitude à Monsieur Jaques MEYER. Maitre de Conférences d'Hygiène et de Microbiologie à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, qui après avoir été l’instigateur de ce travail, n’a jamais cessé de nous prodiguer ses conseils avec beaucoup de bienveillance et de sollicitude. Il a suivi nos expériences avec un intérêt inlassable: nous le remercions sincèrement d’avoir bien voulu faire partie de notre jury de thèse.
Ce travail a été élaboré grâce à une subvention de l'Office national d'Hygiène — Caisse Nationale de Sécurité Sociale.
https://archive.org/details/IA41537317 0031
GÉNÉRALITÉS SUR LES ORGANISMES LEVURIFORMES
Definition :
Malheureusement. 1] n’est pas possible de donner une définition satisfaisante du terme « Levure », qui désigne un très grand nombre de microorganismes, groupés sous ce terme général, et faisant partie, de par leur morphologie et leur philogénie, d’un grand nombre de familles cryptogamiques.
C’est pour cette raison que nous voudrions tout d’abord essayer d’élucider l’étiologie linguistique du terme « Levure ».
Depuis la plus haute antiquité, le terme Levure a été employé dans les différentes langues en rapport avec les processus de la fermentation alcoolique de solution sucrées naturelles ou artificielles. Dans les temps où l’on ne connaissait pas encore les agents spécifiques des différentes fermentations., on employait des noms caractéristiques pour ces réactions
et lors de la découverte des micro-organismes responsables de ces phénomènes enzymatiques, on leur a appliqué, tout naturellement ces dénominations génériques.
Les premiers symptômes caractéristiques de la fermentation alcoolique des solutions sucrées se manifestent par le dégagement de gaz carbonique. Cette réaction produit la formation de mousse et en même temps, on voit apparaître à la surface du liquide en fermentation des particules solides plus ou moins grandes. Finalement, on observe au terme de la fermentation, l'apparition d’un sédiment plus ou moins important.
Il n’est donc pas étonnant que l’on trouve dans presque toutes les langues des dénominations pour les Levures rappelant ces phénomènes. Ainsi, le terme français Levure dérive du verbe « lever ». La signification originale du mot anglais « Yeast» se retrouve dans le terme allemand « Gischt » ou dans le terme hollandais « Gist», qui sont employés dans ces langues pour désigner l’écume. Le terme allemand Hefe, est sûrement en rapport avec la même observation, étant donné sa parenté avec
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le verbe allemand « heben » ou l'expression hollandaise de «heffen », qui signifient lever. On voit ainsi que le nom de Levure ou de Hefe a été employé tout d’abord pour désigner le sédiment (faeces cerevisiae utilisé par les auteurs anciens) qui se forme au terme de la fermentation et qui contient, comme on l’a découvert à la suite des travaux de PASTEUR, les micro-organismes levuriens responsables de la fermentation.
C’est au xix® siècle que l’on a découvert que ce sédiment se déposant finalement dans les jus fermentés était presque essentiellement constitué par des micro-organismes vivants. L’examen microscopique montrait qu'il s'agissait de cellules, la plupart du temps isolées, hyalines, sphériques ou ovalaires et bourgeonnantes. Plus tard on a constaté que la plupart de ces organismes sont aptes à se reproduire par ascospores. Continuant ces travaux sur les ferments alcooliques, on a pu se rendre compte qu’au début de la fermentation, il existait des éléments à caractère morphologique rappelant les Levures, maïs qui se différenciaient par les cultures soit par leurs caractères morphologiques, soit par leurs propriétés biochimiques. On pouvait ainsi isoler des germes levuriformes inaptes à produire la fermentation alcoolique ou se reproduire par ascospores; d’autres se multiplient non pas par bourgeonnement, mais par scissiparité, d’autres encore élaborent des pigments. Cependant, à l’état jeune, toutes ces cellules végétatives se ressemblent morphologiquement et c’est pour cette raison qu'on les a désignées sommairemeñt par le terme de Levures.
Ce fait a pour conséquence que jusqu’à nos jours le mot «Levures » sert à désigner un nombre de micro-organismes qui, philogénétiquement et taxonométriquement n’appartiennent nullement à un groupe de Cryptogames défini et homogène.
L’hétérogénéité des Microbes rangés parmi les Levures est devenue encore plus grande, puisque ces êtres ont été étudiés soit à titre botanique, agronomique, œnologique et industriel, soit à titre médical, de germe saprophytique commensal, ou pathogène. On conçoit done facilement que ces éléments levuriformes font partie de groupes et de familles bien différents, à titre purement cryptogamique.
Caractères différentiels des organismes levuriens proprement dits:
Pour sélectionner une Levure dans ce vaste domaine, il fallait établir un schéma nettement défini permettant d’en séparer les organismes répondant à une systématique cryptogamique nettement établie. Les caractères différentiels essentiels pour mener à bien cette sélection peuvent se résumer de la façon suivante :
Propriétés morphologiques :
1) Caractères de la reproduction végétative.
2) Aspect et taille des cellules.
PE a
3) Formation d’ascospores ou de ballistospores et leur aspect morphologique.
4) Caractères macroscopiques des colonies culturales.
Propriétés physiologiques :
1) Formation de pellicule ou de voile sur des milieux liquides définis. 2) Pouvoir fermentatif.
3) Assimilation des sucres.
4) Assimilation de l'azote.
5) Propriété gélatinolytique.
6) Possibilité d'utilisation de l'alcool éthylique comme source de Carbone unique.
7) Elaboration de substances amylacées (Amidon). 8) Formation de pigment carotinoïde.
9) Production d’Esters.
10) Production d’Acides volatils ou fixes.
11) Caractères culturaux en milieu de Lait tournesolé. 12) Dégradation de lArbutine.
13) Pouvoir lipolytique.
La base de la systématique des Levures réside en premier lieu dans les propriétés morphologiques. On différencie ainsi trois familles de Levures:
Endomycétacées — Sporobolomycétacées — Cryptococcacées,
suivant qu'elles sont aptes ou non à la reproduction sexuée par la formation d’ascospores ou de ballistospores.
Pour contrôler la capacité de former des ascospores, on a d'habitude recours à différentes méthodes ; la technique la plus employée est celle ayant recours au bloc de plâtre; plus récemment, GORODKOWA a mis au point un milieu à base de Gélose qui présente un certain nombre d’avantages sur la première méthode. Nous aurons l’occasion de revenir sur cette technique ultérieurement. Si les résultats sont négatifs, on peut encore avoir recours à d’autres substrats spécifiques ou à des traitements spéciaux à ces recherches.
La recherche des ballistospores peut être effectuée très facilement par mirage du couvercle de la boîte de Pétri: en effet, si l’on effectue la culture de ces organismes dans ces boîtes, les ballistospores qui sont projetées par un mécanisme inné à ces Champignons, vers le couvercle, peuvent être facilement décelées par mirage.
Pour subdiviser ensuite les Levures proprement dites dans les diffé-
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rents genres, on s’adresse également aux propriétés morphologiques ; à ce sujet, on examine principalement la reproduction végétative, puis l’aspect et la taille des cellules. -
Un caractère non négligeable à ce sujet est fourni par le contrôle de l’aspect morphologique macroscopique des colonies se développant sur des milieux nettement définis.
Mais étant donné l’impossibilité d’établir une systématique des Levures uniquement basée sur les caractères morphologiques, on a été obligé d’avoir recours aux propriétés physiologiques pour établir un diagnostic différentiel des genres et espèces.
Une propriété chevauchant ces deux sortes de caractères est constituée par le contrôle de la formation d’un voile à la surface des milieux liquides. L'aspect de cette pellicule dépend, d’une part, de la constitution morphologique des cellules et, d’autre part, du besoin en Oxygène de ces organismes.
La propriété de la fermentation des sucres avec formation d’Ethanol et d’Anhydride carbonique est un des phénomènes physiologiques les plus anciennement connus. Il est donc naturel qu’on l’emploie dans l’établissement d’une classification. Les sucres qu’il faut utiliser à ce sujet sont les suivants: Glucose, Lévulose, Galactose, Mannose, Saccharose, Maltose, Lactose et Raffinose.
L'assimilation des sucres est en relation étroite avec le pouvoir fermentatif de ces derniers, et sert également à la différenciation des espèces. Tous les sucres dégradés avec fermentation gazeuse sont forcément assimilée; le contraire n’est cependant pas toujours le cas, puisqu’un sucre peut être assimilé par un processus d’oxydation, mais comme KLUYVER et CUSTERS (6) l’ont montré, sans production de gaz.
On sait qu’en Microbiologie le métabolisme azoté constitue un des phénomènes essentiels pour poser un diagnostic. En ce qui concerne les Levures, on a démontré que seule la propriété de pouvoir employer les Nitrates comme source unique d’Azote a pratiquement une importance pour la systématique. En effet, WiCcKERHAM (7) a pu démontrer que toutes les souches de Levures examinées par lui pouvaient utiliser le Sulfate d’ammonium, l’Asparagine et l’Urée comme unique source d’Azote, à condition d’incorporer dans le milieu de culture des facteurs de croissance ou des Vitamines nécessaires à ces germes. La possibilité de l’emploi des Nitrates est surtout importante pour différencier les espèces, mais elle est également nécessaire dans la systématique des genres. : L’emploi de l’ Alcool éthylique comme source unique d’Hydrates de carbone doit être étudié, mais cette propriété peut rarement servir comme caractère différentiel.
Des travaux récents de SCHULTZ et POMPER (8) sur l’assimilation des Acides aminés semblent fournir des indications utiles pour la classification des Levures ; il faudrait cependant attendre une confirmation de ces recherches. ScHuzrz et Mac MANuUs (9) ont, d’autre part, essayé l'utilisation du pouvoir assimilateur des Levures de Sels de Soufre comme critère dans la systématique; mais ces recherches ne sont pas encore au
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point et le métabolisme soufré semble peu propice à l'emploi de caractère différentiel dans la classification.
Les besoins en Vitamines, à ce sujet, ont été étudiés tout récemment par BURKHOLDER (10) qui a constaté une différence marquée entre les diverses espèces. SCHULTZ et ATKIN (11) ont également essayé d'utiliser ces propriétés pour différencier les espèces levuriennes. Nous croyons cependant que l’emploi de facteurs de croissance pour la classification constitue une recherche trop délicate pour pouvoir être appliquée à la systématique.
La production de pigments carotinoïdes a rendu des services en permettant l'établissement de la sous-famille des Rhodotoruloïdées.
Pour la différenciation des genres on a eu également recours à la possibilité d’une certaine catégorie de Levures d’engendrer des substances amylacées. La production d’ Acides à partir du Glucose constitue un caractère différentiel du genre Brettanomyces. Dans quelques cas exceptionnels, il est important de contrôler la dégradation de l’Arbutine et de l'Esculine ; il en est de même pour la recherche du pouvoir lipolytique, des modifications du Lait tournesolé et de la formation d’Esters, en particulier de l Acétate d’éthyle.
Une réaction qui est couramment employée en Bactériologie pour identifier une espèce, consiste à rechercher le pouvoir gélatinolytique. En étudiant la littérature du métabolisme levurien, on constate cependant que la liquéfaction de la gélatine a une importance beaucoup moindre chez les Levures que chez les Bactéries. Si cette liquéfaction s’effectue, elle est d'habitude très lente et très peu différente d’une espèce à l’autre.
Quant aux méthodes expérimentales à employer pour ces recherches, nous renvoyons au Chapitre IV de nos Travaux personnels.
Classification des germes levuriformes:
Nous n'avons pas l'intention de revenir ici sur les anciennes classifications établies par GUILLIERMOND, BRUMPT, LANGERON et GUERRA, HANSEN, MAniL, etc, pour adopter celle de LODDER et KREGER- Van Riy (12) qui est la plus récente et qui tient compte des caractères différentiels que nous venons d’énumérer ci-dessus. Ces auteurs distinguent trois familles :
Sporobolomycétacées — Endomycétacées — Cryptococcacées.
La première comprend les Champignons pouvant morphologiquement évoluer en éléments levuriens, se multipliant par un appareil sporiphère spécial à stérigmates et ballistospores, qui les rattache philogénétiquement aux Basidiomycètes. Ces organismes sont peu importants au point de vue Industrie et Médecine humaine. Les auteurs hollandais rangent dans cette famille 4 genres : Sporobolomyces, Bullera, Tilletiopsis, Itersonilia. Ces deux derniers genres ne se présentent jamais sous forme levurienne. Les auteurs hollandais donnent la définition suivante de cette
famille :
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«Mycélium, Pseudo-mycélium et cellules bourgeonnantes. Multiplication végétative, soit par division cellulaire, soit par bourgeonnement. Certaines cellules végétatives forment des stérigmates qui peuvent être simples ou ramifiés. Formation de spores lisses et hyalines, insérées obliquement sur les stérigmates. Au moment de la maturité, ces spores sont projetées, par un mécanisme d’excrétion, d’où le nom de ballistospores. Assimilation strictement oxydative.»
Les Endomycétacées se rangent dans les Ascomycètes et dans la sousclasse des Protascales. Elles forment le passage entre les Eu-ascomycètes par leur rattachement aux Plectascales d’un côté et les Zygomycètes par la famille intermédiaire des Dipodascacées de l’autre côté. Cette famille a été divisée en 5 sous-familles: Eremascoïdées, Endomycétoïdées, Saccharomycétoïdées, Nématosporoïdées et Lipomycétoïdées. Parmi celles-ci ce sont les Saccharomycétoïdées et les Lipomycétoïdées qui ont le plus d'intérêt, puisque ce sont des espèces rentrant dans ces deux sousfamilles qui ont une utilité particulière pour l’industrie. Les Endomycétacées se différencient principalement des Cryptococcacées par l’existence d’une reproduction sexuée qui peut s’effectuer selon le mode isogamique ou hétérogamique, ou par parténogenèse avec formation d’asques et d’ascospores. LoDDER et KREGER-Van Rij donnent la définition suivante de cette famille:
« Mycélium, pseudo-mycélium, ascospores et cellules bourgeonnantes, isolées ou en chaînettes; multiplication végétative par division ou par bourgeonnement. Les asques peuvent se former par conjugaison isogamique ou hétérogamique. La reproduction sexuée peut également s’effectuer à partir des cellules végétatives par voie parténogénétique. Les ascospores sont d’aspect et de forme divers (sphériques, en demisphère, anguleuses, en croissant ou en fuseau, lisses, verruqueuses ou munies d’un disque équatorial). Le métabolisme peut être oxydatif ou fermentatif. »
Les Cryptococcacées par contre sont des organismes levuriens, ne présentant jamais de phénomènes sexués. Il s’agit de Levures asporogènes qui provisoirement doivent être rangées dans la Classe des Fungi imperfecti ou Deuteromycètes. Dans cette Classe, ils forment l’ordre des Cryptococcales. Les auteurs hollandais donnent la définition suivante pour cette famille:
«Cellules bourgeonnantes toujours présentes, la formation de mycélium, de pseudo-mycélium et d’arthrospores est possible. Multiplication par bourgeonnement; exceptionnellement multiplication par cloisonnement. Ces cellules sont hyalines, jamais opaques ou brunâtres. Production de pigment carotinoïde possible; métabolisme soit strictement oxydatif, soit à la fois oxydatif et fermentatif. »
Nous jugeons inutile de donner ici une description détaillée des différents genres formant ces familles; nous résumons la systématique dans le tableau synoptique suffisamment explicite ci-joint.
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Classification des organismes levuriens
Endomycetaceae (Levures ascosporogenes)
Sous-famille
Eremascoïdeae
Genre
Eremascus
Endomycetoideae
Endomyces Schizosaccharomyces
| | Saccharomycetoïdeae
: Nematosporoï- | deae
Endomycopseae
Endomycopsis
Saccharomyceteae
Saccharomyces Pichia Hansenula Schwanniomyces Debaryomyces
Saccharomycodes
| Hanseniaspora
Nadsonia
Monosporella Nematospora Coccidiascus
| | Lipomycetoïdeae|
Lipomyces
Sporobolomycetaceae
Cryptococcaceae
(Levures asporogenes) |
Sporobolomyces Bullera Tilletiopsis Itersonilia
Cryptococcoi- | deae
Cryptococceae
Cryptococcus Torulopsis Pityrosporum
Candideae
| Trichosporoideae |
Rhodotoruloi- | deae
Brettanomyces Candida Kloeckera
Trigonopsis
| Trichosporon
| Rhodotorula
CHAPITRE II LES LIPASES — GÉNÉRALITÉS SUR LES FERMENTS
Caractères généraux des diastases:
On désigne en général tous les produits exerçant un rôle catalytique dans la biologie par le terme de « catalyseurs ». Font partie de ce groupe tous les ions H et OH, certains cations et anions, des substances organiques, telles que le Glutathion, la Vitamine C, ete., et finalement tout le groupe des Diastases proprement dites qui sont caractérisées par leur action et leur spécificité prononcée.
Ces ferments sont des corps organiques colloïdaux à poids moléculaire élevé, élaborés uniquement par des êtres vivants, mais, en opposition avec l’opinion ancienne, fonctionnant également dans les substrats séparés des organismes. La constitution chimique de ces Diastases n’est toujours pas définitivement résolue pour beaucoup de cas, mais en général on connaît le principe de leur constitution. Dans les cellules et les produits de sécrétion les ferments se trouvent réunis à un grand nombre d’autres substances servant plus ou moins de support. L’élimination de ces impuretés est la condition première pour déterminer la constitution chimique des ferments. Ainsi WILLSTÆTTER et son école ont réussi la purification d’un certain nombre de ferments par adsorption à l’Hydroxyde d’alumine suivie d’élution. Si cette technique constituait un certain progrès, elle ne permettait cependant pas d’établir la constitution chimique rigoureuse de ces ferments.
Ce problème a été résolu plus tard au moyen de méthodes différentes. Aïnsi, des chercheurs américains, en particulier Norrxrop (13) et SUMNER (14), qui a pu isoler le premier un ferment (Uréase) à l’état cristallin, ont démontré qu’un grand nombre de Diastases, et prineipalement celles du tube digestif, peuvent être obtenues sous forme cris-. talline par précipitation dans la zone iso-électrique et que ces cristaux étaient des corps protéiniques. À la suite de ces travaux, de nombreux ferments cellulaires ont pu être isolés à l’état de corps protéiques cristallisés. Le ferment seul n’est pas apte à exercer son action catalytique. Il faut la présence d’une deuxième substance de support appelée co-ferment. Le complexe actif du Coferment et de l'élément protéique, qui est appelé Apoferment, constitue l’Holoferment. Ces trois formes se trouvent dans un certain équilibre d’après la loi des masses : Holoferment ==> Apoferment + Coferment. |
KRAUT et PANTSCHENKO-JUREWICZ (15) proposent, pour la combinaison de ces deux substances le nom de l’Enzyme en question muni de la terminaison «agone » ou «phérone »; ainsi l’Estérasagone forme
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le groupe actif de l’Estérase, et l’Estérasephérone est le support du groupe actif de ce ferment. Ces auteurs ont également apporté la preuve de l’exactitude de la réunion de ces deux substances et de leur activité en rapport avec la Joi des masses.
En général, il a été prouvé que l’Apoferment est un corps à poids moléculaire élevé, thermolabile, tandis que le Coferment est une substance à poids moléculaire faible et thermostable. L’Apoferment est une protéine responsable de la spécificité de la réaction, le Coferment constitue le groupe prosthétique lié plus ou moins intimement aux protides. Les Holoferments, sont, dans le sens de WILLSTAETTER, des Symplexes.
Classification des ferments :
Au point de vue chimique, les ferments sont classés dans trois groupes :
1) Ferments à caractère protéique, pour lesquels une séparation d’un groupe prosthétique semble impossible (Exemple: la Pepsine). 2) Ferments : de caractère protéique, auxquels est lié un groupe prosthétique à caractère pigmenté. (Exemple: Ferment respiratoire).
3) Ferments à caractère protéique, chez lesquels le groupe prosthétique à caractère pigmenté se trouve en liaison peu stable. (Exemple: Ferment jaune).
Comme il n'est pas encore possible de classer rigoureusement les ferments selon leur structure chimique, on donne en général la préférence à une classification établie d’après les réactions que ces ferments provoquent. Cette méthode de classification est d’autant plus justifiée, qu'il s’agit dans la majorité des pouvoirs fermentatifs de deux sortes de réactions principales.
Alors que le premier groupe de ferments agit avec absorption d’eau, donc par hydrolyse, l’action fermentative du second groupe se manifeste par dissolution de liaisons à structure solide. L'action des ferments de ce groupe est le plus souvent liée à des modifications oxydatives des substrats dégradés. Ce sont ces Enzymes qui sont responsables des processus de la respiration et de la digestion, d’une importance biologique capitale.
Etant donné que la nomination des Enzymes, abstraction faite de quelques exceptions, s'effectue en ajoutant la terminaison (ase» au nom du substrat dégradé ou de la réaction spécifique, le premier groupe de ferments est désigné sous le nom de Hydrolases, le second sous le nom de Desmolases.
Hydrolases :
1) Ferments hydrolysant la liaison ….C-0... . a) Estérases: ou ferments hydrolysant les Esters. Par exemple: les Phosphatases détachent l’Acide phosphorique de ces Esters et disloquent ainsi les Nucléotides et les Léci-
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thines ; les Lipases décrochent les Acides gras. du Glycérol, c’est-à-dire saponifient les glycérides; la Lipase extraite de la graine de Ricin est — singulière anomalie — altérée par l’eau
qui, d’aîlleurs, me la-dissout pas; cette Lipase paraît n’agir qu’en milieu huileux.
b) Carbohydrases : ou ferment dégradant les Hydrates de carbone. Ferments de là séparation des Glucosides et des Disaccharides, comme Maltase, Lactase, Saccharase, etc.
Ferments de la séparation des Polysaccharides, par exemple : Amylase.
2) Ferments hydrolysant la liaison ...C-N... .
a) Amidases: par exemple: Uréase (hydrolysant l’Urée en Ammoniaque et Acide carbonique), Arginase (dissociant l’Arginine en Ornithine et Urée), Asparaginase (dégradant l’Asparagine en Acide asparaginique et Ammoniaque), etc.
b) Protéases: Ferments catalysant l’hydrolyse des Protéines. Exemples: Peptidases, dégradant les Peptides, Protéinases, dégradant spécifiquement les protéines, etc.
Les Desmolases :
Un corps peut être oxydé par oxygénation (Fixation d’oxygène) ou , 2 . 2 » \ .
par déshydrogénation (départ d’hydrogène). Les cellules contiennent des principes catalysant l’un et l’autre de ces processus et présentant les caractères (état colloïdal, thermolabilité, etc.) des Diastases ; ces ferments, moins bien connus que les précédents, peuvent être classés en Déshydrases, Oxydases et Peroxydases.
Les Lipases, leur origine et leurs caractères :
Vers le milieu du xix® siècle, alors que l’on faisait les premières observations sur la dégradation enzymatique des Hydrates de carbone et des Protéines, l’attention des chercheurs fut attirée également par la dégradation enzymatique des graisses. C’est ainsi que EBERLE (16) mit en lumière l’action émulsionnante du liquide pancréatique sur les graisses proprement dites, et CI. BERNARD (17) donna à l’Enzyme responsable de cette action le nom de «(ferment émulsif». Le même auteur mit également en évidence la mise en liberté d’Acides par la dégradation de l’'Huile d'Olive. C’est à ce moment que MARGET (18) observa la dégradation des graisses dans l’estomac. On put constater par la suite que l’Enzyme lipolytique responsable de cette dégradation, la Lipase, se trouvait largement répandue dans la nature. On la rencontre dans la plupart des organes et liquides naturels de l’organisme humain ; elle n’est cependant pas spécifique du règne animal, mais se trouve également dans le règne végétal et même chez les micro-organismes. De nombreuses recherches et expériences ont contribué à mettre en lumière les caractères des Lipases de diverses origines, parmi lesquelles il faut citer avant tout les travaux de WILLSTAETTER et son école, qui
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ont largement approfondi nos connaissances sur la nature et l’activité de ces enzymes.
Nous avons tenu, au cours de notre travail, à différencier autant que possible les Estérases des Lipases proprement dites et nous faisons une différenciation nette, déjà dans notre Historique, de ces deux groupes d’enzymes. En parlant des Estérases et des Lipases proprement dites, nous avons voulu démontrer l'existence de ces deux catégories de ferments à la suite de leurs propriétés de dégrader des produits lipidiques nettement différents et de leurs caractères d'identité chimiquement individuels. Les deux sortes d’Enzymes ont été réunis soit sous le terme générique d’Estérases, soit sous celui de ferments lipolytiques. Il nous a été donné au cours de l'élaboration de notre Historique de constater souvent dans la littérature que le groupe des Estérases proprement dites a été complètement négligé et tout naturellement englobé parmi Les Lipases. Ces ferments qui dégradent essentiellement des Esters des Acides gras inférieurs et n’attaquent que très lentement et incomplètement ceux à poids moléculaire élevé, n’ont même pas été gratifiés d’un nom générique propre et le terme d’Estérase a servi à désigner les ferments hydrolysant les fonctions esters en général. D’après BAMANN et MYRrBÂCK, on peut considérer la classification suivante :
1) Hydrolases,
2) Estérases.
Les Estérases sont généralement strictement spécifiques, ellesn’agissent donc pas sur les mêmes substrats et elles dégradent les différentes substances avec une vitesse très variable.
Les Lipases catalysent la marche de la réaction suivante : RCOOH + HO.R’ ==> R.CO.0.R’ + H,0.
Elles influencent par conséquent la formation d’un Ester à partir d’un Alcool et d’un Acide ou à l'inverse, elles dégradent cet Ester. Cette réaction de réversibilité est donc une réaction d’équilibre et la Lipase peut agir dans le sens d’une synthèse ou d’une dégradation. La loi des masses règle cet équilibre d’action d’après la formule suivante:
R.COOH >» R’OH R.CO.0.R’ x H,0
On a beaucoup étudié les variations de cette action diastasique en fonction des quantités de ferment et de substance transformable présentes dans le milieu. Dans les cas les moins complexes la vitesse de la réaction est proportionnelle à la quantité initiale de ferment. Cette quantité ne varie pas au cours de la réaction, puisque la Diastase agit par sa seule présence. La réaction est donc indépendante de la teneur en substance transformable tant que celle-ci est supérieure à un certain taux, d'autant plus élevé que le système contient plus de ferment. Au-dessous de ce taux, la vitesse d’hydrolyse devient proportionnelle à la quantité de substance transformable présente et décroît suivant la loi réglant la vitesse des réactions chimiques monomoléculaires.
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Figure 1 Courbe: Evolution d’une réaction diastasique au moyen de Butyrate de Butyle
L'installation d’un tel équilibre est représenté par la figure N° 1 que nous devons à LEHNARTZ (19).
Si l’on expose l'Ester d’Acide gras employé (Butyrate de butyle) à la dégradation diastasique, celle-ci s'arrête, dans les conditions choisies, au moment où 4 mg d’Acide gras sont formés. D’autre part, si on fait agir ce ferment sur un mélange d’Acides gras et d’Alcool, la synthèse s'effectue également jusqu'au stade où 4 mg d’Acides gras libres restent encore en solution. On voit done qu'il s’établit un équilibre, répondant à la loi des masses.
Comme nous l'avons vu ci-dessus, ces réactions évoluent d’après les règles théoriques. tant qu'on travaille Çin vitro » ; les conditions sont cependant bien différentes si l’on envisage le problème fermentatif dans la cellule vivante, étant donné l'impossibilité du maintien prolongé d’un équilibre dans des conditions biologiques.
Ainsi, les produits élaborés à la suite du travail diastasique peuvent, par exemple, être éliminés de leur lieu d’origine dans le milieu ambiant par diffusion ou par dissolution. On conçoit que cet équilibre est constamment rompu dans le métabolisme d’une cellule vivante et nous pouvons ainsi comprendre qu'une réaction diastasique (in vivo » peut s'effectuer soit uniquement dans le sens de la synthèse, soit dans celui de la dégradation.
En ce qui concerne l'origine des Lipases, on différencie celles d’origine animale et celles d’origine végétale.
Les Zoolipases sont classées d’après leur origine en Lipase pancréatique, hépatique, pulmonaire, intestinale, cutanée, ete. On les trouve dans presque tous les organes de l’homme et des animaux à l’exception des muscles. Les Lipases pancréatiques et hépatiques ont été particulièrement étudiées. Théoriquement, on tient compte de l’existence de ces deux Lipases selon leur pouvoir enzymatique respectif. La Lipase pancréatique est citée comme exemple d’un ferment spécifique pour la dégradation des Glycérides à Acides gras élevés, donc des graisses proprement dites. La Lipase hépatique est mentionnée comme ferment décomposant spécifiquement les Esters à Acides gras inférieurs.
Les Phytolipases se trouvent principalement dans les graines de Soja, de Ricin, de Lin et des différentes Renonculacées, Papavéracées et Crucifères. D’après les travaux récents, il est très exceptionnel de trouver la Lipase uniquement dans les graines. Il est plus fréquent de trouver ces Phytolipases à la fois dans les graines et dans les tissus végétatifs de la plante. Parmi les Lipases des Champignons, on a surtout étudié celles des Levures et des différents Aspergillus. D'autre part, on trouve dans la littérature quelques travaux sur les ferments lipolytiques des Bactéries.
Toutes les recherches effectuées au moyen de Lipases d'origines diverses prouvent que leur action dépend en grande partie des substances de support ; ainsi, les Lipases pancréatiques possèdent comme activateur naturel des Sels biliaires, des Acides aminés et des Sels d’Acides gras supérieurs, surtout des sels de Calcium.
L'influence de ces substances-support n’est cependant nullement
constante et varie en rapport avec l’importance de leurs quantités respectives, de façon à ce que le même activateur peut agir dans le sens stimulant ou inhibiteur. Lors de recherches expérimentales, il est important d'introduire des taux connus garantissant un effet constant. On peut réaliser ces conditions par addition, par exemple, d’Albumine, de Chlorure de Calcium ou d’Oléate de soude. L’explication de ce fait se trouve par une sorte d’adsorption complexe étant donné que l’activateur fixe à la fois le ferment et les substrats et occasionne ainsi un contact plus rationnel.
D’après WILLSTAETTER et MEMMEN, l'introduction de ces activateurs équilibrants rend l’action spécifique des Lipases indépendante de leur degré de pureté.
Ces substances de support ont aussi une importance capitale pour _l’optimum d’action des Lipases, en rapport avec le pH du substrat. D’après le tableau N°2 que nous donnons ci-dessous, l’action optima des Lipases se situe en général vers l’alcalinité ; la Lipase gastrique et la Lipase du Ricin constituent cependant une exception.
TABLEAU No 2
Origine des Lipases Optimum de pH | Bibliographie Estomac (impure)........ 5-6 | Davipsonn (20) Pancréas Mere CAE CES 8 | Rona (21)
OL ARR ARE ERA ESS 7,9 - 8,8 | KNAFEL-LENZ (22 SET EE TO 8 Rona
Glandes mammaires ..... 8,8 | VIRTANNEN (23) Graine, de Ricin .. -...... 5 | HALEy (24)
Après une purification au moyen d’une méthode peu brutale, WiLr- STAETTER (25) a pu prouver que l’optimum de pH de /a Lipase gastrique se trouve également dans la zone alcaline, à peu près à pH = 8.0.
La même modification peut se constater également avec les Lipases des graines de Ricin, si on les laisse germer préalablement. D’après les constatations de WILLSTAETTER et WaLpsCHMiDpT-Letirz (26) l’optimum de pH pour la Lipase du Ricin, qui se situe dans les graines non germées à pH 4,7, se déplace au moment de la germination vers la neutralité ou même vers la zone légèrement alcaline. Le même phénomène peut être obtenu artificiellement en faisant agir de la Pepsine sur des graines de Ricin fraîches. Dans ces conditions l’optimum de l’action lipolytique se trouve vers pH — 6,8 et la dégradation se maintient manifestement jusqu’à pH — 8,0.
Des recherches intéressantes ont été effectuées sur le comportement des Lipases de différentes origines, vis-à-vis de la Quinine et de l’ Atoxyl (sel de sodium de l’Acide para-aminophényl-arsénieux). Sur certaines Lipases c’est la Quinine qui exerce une action frénatrice, sur d’autres c’est l’Atoxyl. D'autre part, il existe des Lipases qui sont inhibées par
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les deux corps à la fois. Des mêmes effets frénateurs ont été constatés au moyen du Fluorure de sodium. En général, cette inhibition est réalisée par des doses très faibles de ces réactifs toxiques. Ainsi, 0,01 mg de Chlorhydrate de Quinine dans 50 ce de solution empêchent déjà l’action de la Lipase sérique humaine, tandis que la Lipase hépatique ne devrait pas être influencée par 10 mg de ce produit.
Il existe des différences de spécificité vis-à-vis de divers substrats pour la Lipase pancréatique ou hépatique : le ferment pancréatique agit, comme nous l'avons déjà dit, surtout sur les graisses proprement dites, tandis que la Lipase hépatique a plutôt une action purement estérasique.
Nous n'insistons pas plus en détail sur les différences de ces Lipases d'origine animale, que l’on trouve exposées en détail dans le travail de R. ScHÂR, et chez VIRTANNEN et SUOMALAINEN (27).
Quant aux ferments lipolytiques des Champignons inférieurs, nous tenons encore à citer les travaux intéressants de GORBACH et GÜNTNER (28) qui ont étudié la dégradation de l’Huile d'Olive par des Levures, ainsi que ceux de WILLSTAETTER et KUMAGAWwA (29) concernant le Taka-enzyme. Les recherches de MICHAELIS et NAKAHARA (30) méritent également d’être mentionnées: ces auteurs ont établi que l’optimum de pH pour Les ferments microbiens est situé entre 7,2 et 9,0. Des travaux plus récents ont démontré que l’on peut extraire les enzymes lipolytiques à partir de différentes espèces de Champignons inférieurs. Ces ferments pourraient dégrader aussi bien des Esters inférieurs que des graisses proprement dites. Ainsi, D. Kirsx (31) a prouvé que des extraits de Penicillium oxalicum peuvent décomposer en proportions sensiblement égales des Esters de Monobutyrates, de Triglycérides ainsi que des Huiles émulsionnées. Ces faits nous ont intéressé tout particulièrement en rapport avec nos expériences sur les ferments lipolytiques d'organismes levuriens et nous avons essayé d'étudier la différence entre nos ferments lipolytiques et celui du Penicillium oxalicum qui, d’après KirsH, doit présenter une action enzymatique très peu spécifique. Nous croyons qu’à côté des Lipases proprement dites, les Estérases pourraient avoir joué un rôle important dans les processus peu spécifiques que cet auteur a pu établir par rapport aux différents substrats réactifs.
Nous avons ainsi terminé l’exposé historique des Lipases et de leur origine, en rapport avec notre travail. Dans le chapitre suivant nous étudions les différentes méthodes de dosage des ferments lipolytiques.
LES MÉTHODES DE DOSAGE DES FERMENTS LIPOLYTIQUES
La plupart des méthodes de dosage des enzymes lipolytiques reposent soit sur des techniques titrimétriques directes en rapport avec les Acides gras formés, soit sur les modifications de la tension superficielle des solutions à base d’Esters, à la suite de l’action enzymatique.
Pour le dosage des Lipases on peut avoir recours aux méthodes suivantes :
La technique gazométrique : l’Acide gras dégradé agit sur du Bicarbonate en libérant de l’Anhydride carbonique. On mesure par voie manométrique la pression des gaz ainsi formés.
La technique néphélométrique : qui mesure l’intensité de l’opacité d’une émulsion formée par la Trioléine ou la Tributyrine.
La technique volumétrique : par la mesure des modifications du volume des mélanges mis en réaction.
Les méthodes de dosage les plus importantes employées actuellement (Selon BAMANN et MYRBÂGK)
1) La méthode alcalimétrique de la Lipase pancréatique au moyen de graisse proprement dite :
D’après WiILLSTAETTER et WALDSCHMIDT-LE1Tz (32), cette méthode est employée le plus souvent pour les recherches quantitatives. du pouvoir lipolytique sur l’Huile d'Olive. Les caractéristiques des Lipases pancréatiques les plus marquées sont leur dépendance du système colloïdal dans lequel l’action enzymatique se manifeste. Aucun autre enzyme ne dépend autant du substrat environnant que ces Lipases. La technique de WILLSTAETTER tente d’éliminer les facteurs secondaires du système lipolytique. Ceux-ci sont dûs aux taux variables des substances activantes ou inhibantes ; ces causes d’erreurs sont évitées par l'addition en excès d’activateurs ou d’inhibiteurs nettement connus. L’activation est réalisée de telle sorte qu’une solution enzymatique relativement pauvre en substances secondaires, par exemple, en extrait glycériné de poudre de Pancréas déshydraté, peut être comparée à une poudre connue de cette glande. On essaie par conséquent beaucoup plus de réaliser un équilibre du phénomène d’activation que la production d’une activité enzymatique optimum.
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Principe de la méthode:
On emploie, selon le principe ci-dessus indiqué, des activateurs capables d’équilibrer la réaction: on utilise pour la décomposition des graisses véritables, en milieu-alcalin, les activateurs suivants: des protéines, des sels biliaires ou des savons de chaux. qui se forment par l’addition de sel de Calcium soluble en présence des Acides gras libérés. La théorie de cette activation n’a pas pu être expliquée indiscutablement jusqu’à nos jours.
WILLSTAETTER estime que ce phénomène est basé sur la production de particules colloïdales agissant commme adsorbants tant vis-à-vis de l’enzyme que vis-à-vis du substrat réactif. La réaction est donc ainsi facilitée. Les processus inhibants qui peuvent cependant se manifester au cours de la réaction, s’expliquent d’après l’auteur par l’absorption du ferment, même. c’est-à-dire par la concurrence entre la substance secondaire et le substrat réactif vis-à-vis du ferment.
La Lipase est utilisée sous forme de poudre de Pancréas desséchée et pulvérisée ou en solution, par exemple : un extrait glycériné à partir de la glande desséchée. D'après la méthode de WILLSTAETTER, on doit ajuster la réaction ionique du milieu au moyen d’une solution tampon d’Ammoniaque et de Chlorure d’Ammonium. La réaction s’effectue à un pH de 8.9 et à une température de 309. On doit utiliser une dose insuffisante de solution tampon par rapport à la quantité d’Acide oléique mis en liberté. On renonce donc au maïntien constant de la concentration ionique. étant donné que l’emploi d’un excès de tampon fortement alcalin endommage l’enzyme même. La dégradation débute donc en milieu alcalin et la réaction d’un mélange analytique en expérience devient neutre à un taux de 8,5 %, de décomposition ; elle correspond au moment de la saponification maximum, à 24%, alors que le pH est de 5,5.
Mode opératoire:
On introduit dans un flacon de 30 ce à large ouverture, bouché à l’émeri, les produits suivants dans l’ordre indiqué ci-dessous:
Substrat enzymatique + Eau distillée ....... 10," ce
EU PERE A P COORE PORN ET CP PIONEER TETE 242.00
Solution tampon RE PR EP RS À LT
Solution de Chlorure de Calcium à 2% ..... 0,5 ce Agitation brève et soigneuse, puis addition de:
Solution protéique ......................:.. 0,5 ce
En agitant à la main durant 3 minutes on déclenche la saponification, qui s’effectue lentement au début avec formation d’un précipité d’Oléate de calcium.
Pour effectuer le dosage titrimétrique, on tranvase le contenu total du petit flacon dans un ballon d’Erlenmeyer en lavant au moyen d’Alcool à 96° pour obtenir un volume total du liquide alcoolique de 125 ce. On
effectue ensuite la solubilisation complète de l’Huile au moyen de 20 ce d’Ether. On emploie comme indicateur 12 gouttes d’une solution alcoolique de Thymolphtaléine à 1 %. On pratique le dosage au moyen d’une solution alcoolique de Potasse N/10 ou si c’est nécessaire de KOH N, jusqu’à obtention du virage du liquide en expérience au bleu net. On fera parallèlement un essai au moyen d’une solution témoim sans Huile d'Olive.
2) Méthode stalagmométrique :
La méthode stalagmométrique a été élaborée par RoNA et MIcHAE- Lis (33) et surtout par WiLLSTAETTER et MEMMEN (34). Elle est basée sur la mesure de la modification de la tension superficielle réalisée par l’hydrolyse de la Tributyrine. Lors de la saponification de la Tributyrine, comme pour la dégradation lipasique des graisses, le dosage rigoureux de la Lipase ne devient possible que par l’élimination des substances accidentellement présentes, activant ou inhibant secondairement le processus lipolytique. Ces facteurs sont éliminés par l’addition en excès de réactif activant. Ceci peut être obtenu par l’action combinée de l’Albumine d’œuf et du Chlorure de calcium, introduits dans le mélange en expérience. On utilise d’autre part une solution tampon d’Ammoniaque et de Chlorure d’ammonium en ajustant à 180 le mélange à pH — 8,6. Pour effectuer cette réaction des doses de 1/100€ à 1/500€ de la quantité de substrat lipasique employé dans la méthode alcalimétrique sont nécessaires. Comme substrat-réactif on a recours à une solution saturée aqueuse de Tributyrine. La Tributyrine du commerce est d’habitude impure par la présence de Dibutyrine, et il est ainsi impossible de préparer les solutions à propriétés expérimentales constantes. Il faut d’abord éliminer la Dibutyrine, plus hydrosoluble, par des lavages successifs. On obtient un produit suffisamment pur en épuisant à onze reprises 50 g de Tributyrine du commerce par agitation prolongée dans 400 ce d’eau distillée chaque fois. La Tributyrine peut être considérée comme pure, si l’on obtient au moyen d’une dose assez forte (5 à 10 g) agitée avec 200 ce d’eau, une solution donnant le même nombre de gouttes qu’une solution ne contenant que trois gouttes de réactif.
Mode opératoire:
On tente tout d’abord, par des essais préliminaires, de déterminer la dose appropriée de l’'Enzyme que l’on doit mettre en expérience. On
introduit ensuite dans ce substrat lipasique: Solution d’Albumine d'œuf à 3 % Solution de:Chlôrure de 0416 0e PR PRE 0,5sce Solution saturée de Trbutyrinesss Ses EN RRRT SRReE 56,0
Solution tampon Ammoniaque + Chlorure d’ammonium . 2,0 cc Solution d’Oléate de soude à 2 % q.s. p.
Le mélange doit être effectué à 18° et on doit l’ajuster à un pH — 8,6. On mesure immédiatement par un premier prélèvement du mélange le nombre de gouttes s’écoulant du Stalagmomètre. On dispose le liquide en expérience à 209 et on effectue le dosage de 20 minutes en 20 minutes, à trois ou quatre reprises, en déterminant la diminution du nombre des gouttes.
On étalonne tout d’abord le Stalagmomètre au moyen d’eau distillée à 189; puis on remplace celle-ci par la solution saturée de Tributyrine ; on établit ensuite une courbe du taux de Tributyrine en pratiquant des dosages au moyen de solutions diluées de Tributyrine diminuées chaque fois de 10 %. On inscrit les nombres de gouttes ainsi obtenus en ordonnées et le pourcentage en abscisses, pour tracer ensuite la courbe. Celle-ci permet de lire directement le taux de Tributyrine d’une solution en rapport avec la solution saturée initiale. WIILLSTAET- TER et MEMMEN considèrent, pour la détermination de l'extrait lipasique, les relations entre le nombre de gouttes et la vitesse de réaction. Ils ont établi ce rapport au moyen d’un substrat lipasique provenant de Pancréas de porc. Leur Unité lipasique proprement dite, c’est-à-dire la dégradation de l'Huile, se rapporte à celle de la Tributyrine et représente une simple fraction, c'est-à-dire 0,001 Unité de celle-ci. On conçoit ainsi que le rapport: dégradation d’'Huile / dégradation de Tributyrine n’est pas toujours analogue pour les substrats lipasiques utilisés, de sorte qu'il est plus ou moins rigoureux.
3) La méthode gazométrique ou manométrique,
que nous avons brièvement mentionnée au début de ce chapitre. Cette technique n’entrant pas dans le cadre de notre travail, nous renvoyons pour les explications et le mode opératoire au travail de BAMANN et MyrBÂCK (36).
4) La méthode néphélométrique :
Le dosage néphélométrique repose sur la mesure de l'intensité de l’opacité d’une émulsion formée par un substrat colloïdal. Etant donné que cette opacité du substrat se trouve en relation directe, au cours des expériences, avec la concentration. l'intensité du trouble, mesurée à différents intervalles au cours du processus de dégradation, donne une image précise de l’action lipasique.
Pour effectuer ces mesures on emploie des opacimètres ou des néphélomètres, tel que celui de KLEINMANN (37) ; pour les dosages de Lipases, Roxwa et KLEINMANN (38) mesurent la diminution de l'intensité opacimétrique d’une suspension de Trioléine, occasionnée par l’action de la Lipase : il faut éviter l'intervention des Acides gras mis en liberté qui forment eux-mêmes une émulsion et peuvent ainsi augmenter le degré d’opacité. Pour cette raison on effectue le dosage dans un mélange d’Oléine-Glycérine-Ammoniaque, dans lequel les Acides gras se dis-
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solvent facilement et ne peuvent plus induire en erreur. Par le taux en Ammoniaque, la Trioléine forme un savon réalisant ainsi une émulsion stable dont on peut facilement mesurer le degré d’opacité.
D’après les recherches de HERZFELD (39), on emploie pour mesurer l'intensité turbidimétrique, une suspension témoin de Tributyrine stabilisée par l’addition de gomme arabique.
5) Méthode ionométrique :
Principe du dosage du pouvoir lipolytique au moyen du pH-Mètre.
La méthode alcalimétrique de WILLSTAETTER est basée sur les principes suivants: Doser titrimétriquement les Acides gras mis en liberté par l’action enzymatique soit à partir d’une graisse proprement dite, soit à partir d’un substrat plus hydrosoluble, tel que le Butyrate d’éthyle, par exemple.
En ce qui concerne les Lipases proprement dites, on détermine leur taux d’activité au moyen de la solution de Potasse alcoolique et en rapportant les résultats à la définition donnée par l’auteur qui a trait à24% d’Acides gras libérés à partir de 2,5 g d’Huile d'Olive au cours d’une heure d’action enzymatique dans des conditions expérimentales nettement définies.
Nous avons essayé de modifier cette méthode alcalimétrique de Wirx- STAETTER en l’adaptant, pour le mieux, aux principes régissant l’utilis sation d’un pH-Mètre électrique ; en employant cet appareil nous dosonles Acides gras libérés de 2,5 g d’Huile d’Olive en relation avec la quantité de Soude nécessaire pour ramener la concentration ionique du substrat enzymatique au pH initial.
Les potentiomètres habituellement utilisés emploient soit une électrode à Hydrogène, au Calomel, à l’Antimoine ou en verre. Toutes ces méthodes sont basées sur la mesure d’un potentiel de concentration en ions H variant suivant l’ionisation des différentes solutions à étudier. Ce potentiel dépendant du pH d’une solution témoin, ne peut pas être mesuré directement pour une solution inconnue ; il faut de ce fait avoir recours à une deuxième électrode de comparaison, de sorte que l’on mesure le potentiel différentiel entre l’électrode témoin et l’électrode en contact avec la solution à doser.
Nous avons pu employer un pH-Mètre existant au Service de Microbiologie de la Faculté de Pharmacie de Strasbourg, dont la manipulation est très simple, permettant d’obtenir des résultats rigoureux et constants. Nous avons pu apprécier au cours de notre travail les qualités de cet appareil, qui nous a permis de résoudre dans une large mesure le problème qui se posait à nous (*).
(*) L’appareil en question est fabriqué par les Établissements MÉTROHM SA, Herisau (Suisse).
Tr 90 2
Nous donnons ci-dessous la description et le mode d'emploi de l’ins-
trument.
Technique de manipulation du pH-Mètre :
Généralités :
Lors de l'installation de l'appareil. il faut prendre les précautions
suivantes :
1) L'appareil est muni d’un dispositif permettant le branchement sur différents réseaux électriques : nous l’avons utilisé sur un courant de 220 Volt 50 Herz. courant alternatif.
2) Il est muni d'autre part, à sa partie postérieure, d’un pôle permettant de le relier à la terre.
Mise en marche du pH-Mètre :
Nous donnons cicontre un schéma indiquant les différents dispositifs de l’appareil, ce qui permet de comprendre plus facilement les explications données dans le texte.
Relier l'appareil au courant de secteur. Placer le commutateur(7) en position «calibre ».
par une rotation à droite. Il est nécessaire d'effectuer cette manipulation avant de relier l’appareil définitivement au courant.
En tournant l'interrupteur (2) vers l’arrière, le pH-Mètre est prêt pour l'usage, stade indiqué par l'allumage de la lampe témoin (3).
À ce moment, on note une déviation à droite de l'aiguille (1) de l’instrument ; celleci revient après quelques secondes vers sa position initiale. À par-
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tir de ce moment, on attendra deux minutes, temps nécessaire pour chauffer l'appareil. On équilibre, au moyen du régulateur (6) du potentiomètre, l'aiguille exactement sur DHI=N 00: marqué sur l'échelle de l’appareil. On lave l’électrode au moyen d’eau distillée, manipulation qui doit être répétée chaque fois avant l'introduction de celle-ci dans la solution à étalonner.
On remplace alors l’eau distillée par le liquide à examiner. Décaler à ce moment le commutateur (7) de la position «calibre » droite, en position marquée « pH », se trouvant à gauche. Cette opération permet la lecture directe du pH sur l’échelle de l'instrument. Après chaque lecture le commutateur (7) doit être immédiatement ramené en position «ealibre» droite, pour éviter, par l’échange des liquides de lavage et d’expérience, une oscillation trop brusque de l'aiguille.
Etalonnage de l’appareil :
L'appareil doit être étalonné de temps en temps, pour éviter des erreurs dues à des modifications dans la chaîne électronique. A ce sujet, on procédera de la même façon que pour une mesure normale; mais au lieu d'employer une solution quelconque, on utilise de préférence une solution-tampon phosphatée de pH — 7,0. Pour ce faire, on ajuste l’appareil tel que nous l’avons décrit ci-dessus, on régularise la température en rapport avec celle de la solution-tampon au moyen du régulateur de température (5). Cette opération évite des erreurs dues à la différence de température qui pourrait exister entre la solution-tampon et les liquides à examiner.
Ces précautions prises, on ramène le commutateur (7) de la position «calibre » droite, en position « pH » gauche. Si à ce moment l’aiguille de appareil ne s’équilibre pas à pH — 7,0 indiqué sur l’échelle, on aura recours au régulateur rouge (6), qui permet de ramener l’aiguille exactement sur le degré de pH de la solution-tampon. Après cet étalonnage préalable, on ramène le commutateur (7) de nouveau vers la droite sur position « calibre ». Cette manipulation a pour conséquence une légère déviation de l'aiguille, qui est corrigée en ramenant, avec le bouton régulateur (8) du potentiomètre, l’aiguille en position exacte de pH — 7,0.
L’étalonnage est ainsi terminé et l’appareil est prêt pour les mesures.
Précautions générales pour les soins de l’appareil:
Si l’appareil n’est pas en usage, l’électrode doit être constamment immergée dans l’eau distillée. Celle-ci doit être renouvelée de temps en en temps ; avant chaque mesure, il est recommandé de rincer l’électrode au moyen d’eau distillée. L’électrode est combinée, réunissant dans un seul système l’électrode-test au Calomel et l’électrode de mesure en verre.
Pour terminer l’exposé de ces différentes méthodes de dosage du pouvoir lipasique, nous mentionnons encore la méthode dilatométrique, qui est
basée sur les principes se rapprochant de ceux de la méthode stalagmométrique.
CHAPITRE IV CARACTÉRISATION DE NOS LEVURES LIPOLYTIQUES
Méthodes employées :
1) Culture sur lame:
Pour contrôler le développement morphologique de nos Levures nous avons eu recours à la culture sur lame ; nous avons employé une légère modification de la technique de RIVALIER et SEYDEL (40). Une lame de verre flambée est placée en boîte de Pétri stérile sur des tubes de verre coudés servant de supports : en soulevant légèrement le couvercle de la boîte de Pétri, nous coulons à l’aide d’une pipette de Pasteur stérile, sur la lame préalablement chauffée, quelques gouttes du milieu gélosé liquéfié à la chaleur. On recourbe une pipette de Pasteur en triangle, dont la base constitue une spatule, au moyen de laquelle on étend uniformément sur la lame les quelques gouttes du milieu de culture. Dans la boîte de Pétri, le milieu, en se refroidissant, forme sur la lame une mince pellicule solide. On dispose alors quelques éléments levuriens sur cette pellicule, en deux ou trois points. On dépose dans le fond de la boîte de Pétri soit un tampon de coton imbibé d’eau stérilisée, soit 2 ou 3 ce d’eau stérilisée pour maintenir l’humidité. On porte le tout à l’étuve à 259 pendant quelques jours. Les cultures sont arrêtées et examinées dès qu'à l’œil nu, on remarque qu’elles se sont développées. On
eut fixer alors à l’Alcool et on colore avec un colorant adéquat, par exemple le Bleu de Méthylène ou le Bleu de Lactophénol, puis on déshydrate à l’Alcool absolu, à l’Alcool-Xylol et au Xylol pur. On obtient ainsi une préparation durable en plaç ant sur la culture une lamelle munie d’une goutte de Baume de Canada pour inclure la préparation.
On peut, bien entendu, également examiner ces préparations à l’état frais, sans fixation.
Nous avons utilisé pour ces recherches le milieu glycériné au jus de pomme de terre de J. MEYER. Ce substrat est préparé de la façon suivante:
1) Jus de pomme de terre ..........:.:.., 500,00 ce
Da PEDLORE Se dur «'aiatdi ele la ia on à ea ia ns ie ne 0 à à 10,0 g
Glucose EN RTE RE PEN ET 1000 Glycérophosphate de potasse .......... 05 g Sulfate de magnésie .............. Rae 0,25 g Chlorure de sodium ere ne 0,50 g Extrait, de viande Liébig "00000 2,90 g Citrate de fer ammoniacal ......... ras 0,05 g Glycérine EAP Fire iRe pitdee 30,00 g Bautorditaresq is ND. re CPE ee Te No00U00rr 5) Gélose Fee ones AA SE 6200077
Pour préparer le jus de pomme de terre, nous avons chauffé à l’autoclave à 120°, pendant une heure, 200 g de pommes de terre pelées et coupées, additionnées de 450 ce d’eau. On a ensuite trituré les pommes de terre cuites, mais encore plus ou moins consistantes, dans une capsule en présence du jus de cuisson, pour obtenir une purée fine et homogène. On laisse refroidir, puis on centrifuge pendant une heure à 4.000 toursminute environ. La solution limpide et opalescente peut être facilement décantée du dépôt grossier de pomme de terre et on complète avec de l’eau à 500 cc. Ce jus de pomme de terre est ensuite mélangé avec le bouillon glycériné glucosé (2) puis on y ajoute les 20 g de gélose gonflée et lavée préalablement (3). On replace le tout à l’autoclave pour dissoudre la gélose ; on ajuste à pH — 6,0 et on répartit selon les nécessités dans des fioles ou des tubes de culture et on stérilise à l’autoclave à 1159 pendant 30 minutes. En cas de formation de précipité, on filtre préalablement à travers une toile. On laisse refroidir dans les récipients pour employer ces milieux selon les besoins.
2) Culture en milieu au moût de bière:
Nous avons employé ce milieu en ayant recours à du moût non houblonné que nous avons introduit à raison de 100 ce dans des ballons d’Erlenmeyer de 250 ce. Le tout est stérilisé à 1100 pendant 20 minutes. Après ensemencement et culture à 24° pendant trois jours, on peut contrôler ces cultures par des prélèvements portés sur lame pour l’étude de l’aspect et de la taille des cellules.
D’après STELLING-DEKKER (41), on peut utiliser à la place du moût de bière le milieu suivant :
On triture 1 kilogramme de Malt moulu dans 2,6 litres d’eau ordinaire pour obtenir une pâte homogène que l’on dispose pendant 3 heures dans un bain-marie à 450, en agitant de temps en temps. On porte ensuite la température à 63° et on fait macérer pendant une heure encore. On filtre à travers une toile, puis on dilue au moyen d’eau pour obtenir une concentration de 15° Ballung. On ajûste ensuite à pH — 6,0, on répartit et on stérilise définitivement à 1150 pendant 20 minutes.
3) Culture en stries sur moût gélosé:
On prépare, à partir du moût de bière non houblonné, des milieux solides inclinés par addition de 2 %, de gélose ; on stérilise après répar-
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tition en tubes de culture à 1159 pendant 20 minutes, puis on ensemence au moyen d’un ensemenceur en stries et on pratique la culture à 24° ; les colonies se développant sur la gélose inclinée doivent être observées pendant un mois. On a intérêt d'employer ce milieu pour l'observation des colonies géantes.
4) Culture pour le contrôle du pouvoir gélatinolytique:
On emploie un moût de bière non houblonné solidifié par addition de 10 % de gélatine. On liquéfie au bain-marie, on transvase en tubes de culture et on tyndallise à la vapeur fluente pendant 30 minutes et trois jours consécutifs. On laisse refroidir finalement en position verticale et on ensemence par piqûre. Les cultures sont placées à 249 et on contrôle le pouvoir gélatinolytique pendant 10 semaines.
Nous avons obtenu des résultats indubitables en employant un milieu gélatiné de composition suivante:
ÉD EEE ARR E rave der ed à à 20 g RO PR Tr Me ns CRT as ss 5 g Chlorure de sodium .......... LS 9 g RME PR MM RE de Lu sc Ste 100 g Eau ordinaire q. s. q. ........ see ti: O0
Préparation, stérilisation et disposition des cultures sont les mêmes
ue pour le moût gélatiné. Le contrôle du pouvoir gélatinolytique est que P £ P £ qu d’une grande importance pour la classification des germes lévuriformes.
5) Méthodes de contrôle de l'assimilation et de la fermentation des sucres:
On examine d'habitude l’assimilation et la fermentation du Glucose, Galactose, Levulose, Mannose, Saccharose, Maltose, Lactose et Raffinose. Nous avons préparé en premier lieu le milieu de base indiqué par DippENS et LODDER (42):
Sulate d'ammonIunt .--..:.....,. 5 g Phosphate monopotassique ....... Lee Sulfate de magnesium....... re 0,5 g ae AN ENS su ent en e 30,0 g LR Ma rite ti 2 D PO PEN 1.000,0 g
La gélose est d’abord lavée de la façon suivante: Couper en petits fragments 30 g de gélose et faire macérer pendant 8 jours à la température du laboratoire dans un litre d’eau distillée. Décanter l’eau, laver et rincer à plusieurs reprises la Gélose gonflée au moyen d’eau distillée fraîche. Finalement, ajouter le milieu synthétique q. s. p. 1.000 cc.
Le mélange ci-dessus indiqué est placé à l’autoclave pour pratiquer la dissolution. Filtrer et ajuster à pH — 6,0. Répartir en tubes à raison de 10 cc ; stériliser à 110° pendant 15 minutes.
Préparer d’autre part une solution vitaminée que l’on introduit à doses très faibles dans le milieu de base, afin de permettre l’amorcement de la culture des Levures à étudier. À cet effet, nous procédons de la façon suivante:
Us
Préparation de la solution concentrée de Vitamines:
Biotine 7. +7 sue share 2 Pantothénate de calcium ......... 400 y HhOSITOLRE RE Re ee Dee et 2: DURE INIACIMER. FAter one ee 400 y Acide para-aminobenzoïque ....... 200 y
Chlorhydrate de pyridoxine ........ 400 y Chlorhydrate de thiamine ........ 400 y
Ribotavinemee one > ode sde 200 y Acidefioliquentes etre EAN M AE 200 y Pau distillée 250" Gcie A: 10 ce
Tyndalliser ou stériliser par ultra-filtration à travers un ultra-filtre de Seitz. Introduire aseptiquement 10 gouttes (0,5 ce) de cette solution dans 5 ce de la solution minérale suivante:
Sulfate d’ammonium ..... Ada nets 0,5 g Phosphate monopotassique ...... 0,1 g Sulfate de Mmapnésie ="... Pre 0,05 g Chlorure de calcium er 0,01 g Chlorure de s6dim—-:... 20 2 0,01 g Eau distillée ..... PR ace ve 2 Te DUSOUÆCC
Stériliser à l’autoclave à 1200 pendant 20 minutes. Préparer 9 tubes de culture. Comme nous avons huit sucres à mettre à l’épreuve, on introduit chaque fois dans un tube 0,5 g de sucre à étudier. Le neuvième tube servira de témoin et sera dépourvu de glucide.
Ajouter ensuite dans chacun des tubes un cc de la solution vitaminée. Agiter soigneusement pour dissoudre les sucres. D’autre part, on liquéfie les milieux gélosés de base répartis en tubes à raison de 10 ce, on laisse refroidir à 45° environ ; tranvaser les solutions sucrées vitaminées dans le milieu gélosé, agiter soigneusement pour répartir les vitamines et les sucres correspondants dans les milieux de base.
Décanter les tubes dans des boîtes de Pétri préalablement stérilisées, laisser la gélose se solidifier, renverser les boîtes et les placer pendant 5 heures à 25° pour faire évaporer l’eau de condensation. -
Retourner ensuite les boîtes et ensemencer la surface du milieu gélosé au moyen de 2 ce d’une émulsion levurienne assez concentrée. Placer à l’étuve à 24° et contrôler le développement après 24 à 48 heures.
Nous avons combiné au cours de notre travail la recherche de l’assimilation des sucres et celle de la fermentation glucidique gazeuse en élaborant une technique analogue à celle que l’on utilise d'habitude pour la Colimétrie bactériologique. |
Nous avons introduit 15 ce de milieu synthétique vitaminé liquide dans des tubes de culture de 22 mm de diamètre munis d’un tube à hémolyse renversé, qui se remplit automatiquement par la stérilisation à l’autoclave et tient lieu de cloche à gaz (tube de Besson). D’autre part, nous avons introduit comme indicateur de pH pour contrôler l’acidification du milieu par l’assimilation du sucre en étude, du Bromocrésolpourpre, qui vire à pH — 5,6 du pourpre vers le jaune.
La levure acidifie le milieu en dégradant le sucre à un pH plus acide que 5,6 ; dans ce cas, le milieu initialement pourpre vire au jaune. Si cette assimilation est accompagnée d’une fermentation gazeuse, le petit tube à hémolyse se remplit de gaz et concrétise cette formation.
Notre milieu avait la composition suivante :
Milieu synthétique minéral (*) ...... 15 cc Solution concentrée de Vitamines ... 1.5 ce Solution de Bromocrésol-pourpre .... 0,3 ce
Le milieu doit être ajusté à pH — 6.0 et présenter une teinte pourprée. La solution de Bromocrésol-pourpre se prépare de la façon suivante :
Dissoudre: Bromocrésol pourpre ............. 0,1 g
dans : Éanucdstillée 2, a) tonte Li 0 cc En LEE DEAN CRE ET ess Pres 3,7 ce
Chauffer pour dissoudre et compléter à 500 cc au moyen d’eau distillée stérile. :
Cette méthode permet ainsi de contrôler l'assimilation d’un sucre par une Levure, étant donné l’acidification du milieu et, par là, le virage au jaune ; puis la formation de gaz consécutive à la fermentation glucidique par la Levure, au moyen du tube de Besson.
Méthode de contrôle de l'assimilation des Nitrates:
Nous avons emplové pour ces recherches le milieu minéral indiqué antérieurement. Puis on ajoute, comme source glucidique: Glucose 20 g et le milieu minéral vitaminé, ne contenant comme source azotée que soit du Nitrate de potassium : 0,78 g, soit du Sulfate d’ammonium : 1,10 g. Le milieu de base est préalablement stérilisé à 1100 pendant 15 minutes.
Comme milieu-test, on emploie le même substrat dépourvu d’Azote minéral, qui est remplacé par la Peptone. Ce milieu définitivement constitué est coulé en boîtes de Pétri et ensemencé avec une émulsion de la souche levurienne en expérience. On place la culture à 249 et on lit le résultat après 1 à 2 jours d'observation.
Recherche sur l’utilisation de l'alcool comme source hydrocarbonée unique :
Le milieu de base pour cette recherche est toujours le même:
Sulfate d’ammonium ............ 1,10 g Phosphate monopotassique ...... 1,00 g Sulfate de magnésie ............ 0,50 g PAREIL NAS 4 1.000,00 g
On répartit en tubes et on stérilise à 1209 pendant 15 minutes. Après refroidissement, on introduit 1 goutte de la solution minérale vitaminée, ‘puis on ajoute 3 % d’Alcool.
On voit que ce milieu ne contient, en dehors de l’ Alcool, aucune sub-
(*) Le milieu minéral vitaminé peut être acheté dans le commerce au Laboratoire DIFCO, à Détroit, U.S.A., sous le nom de « Yeast Nitrogen Base».
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stance hydro-carbonée. On prépare un tube-témoin sans Alcool et on ensemence au moyen d’une émulsion de la souche levurienne en expérience; on place à l’étuve à 24° et on lit le résultat du développement après 4-8 et 21 jours.
Contrôle de la dégradation de l’Arbutine:
On prépare le milieu suivant:
ATDUUNESN eee le 5,0 g Géloselavéelet/ponflée 20,0 g Décoctronsdeslevures "rFPECrEErEEE 1.000,0 g
On stérilise à 1200 pendant 15 minutes. On prépare d’autre part, des boîtes de Pétri stérilisées dans lesquelles on introduit une goutte de solution de Perchlorure de fer, puis on coule dans ces boîtes le milieu gélosé à l’Arbutine, pour obtenir une couche mince dans le fond de la boîte de Pétri. On mélange soigneusement pour bien répartir le Perchlorure de fer dans le milieu gélosé encore liquide. On laisse solidifier et on ensemence avec une émulsion de la souche levurienne en expérience. On place à 25° et on lit les résultats après 2-3 et 6 jours. La dégradation de l’Arbutine se manifeste par l’apparition d’une zone brun-foncé autour des colonies.
Contrôle de la formation de substances amylacées :
Pour ces recherches on a recours au milieu synthétique suivant:
Sulfate d’ammonium .:........... L08S Phosphate monopotassique ....... 1,0 g SUIFATE de MAPNEN EME NN ER 0,5 g Glucose RER ARTE RE ER 10,0 g Gélosetgontléelet lavé eee et 25,0 g Eau dstilléene ee RM ere 1.000,0 g
On effectue la dissolution, puis on ajuste le pH à environ 4,5 au moyen d’Acide chlorhydrique dilué. On répartit en tubes, on stérilise à 1100 pendant 15 minutes. On ajoute finalement une trace du milieu minéral vitaminé indiqué antérieurement pour la recherche de l’assimilation des sucres. Au moment de l’emploi, on coule en boîtes de Pétri préalablement stérilisées et on ensemence comme d’habitude. On place à l’étuve à 240 et on effectue le contrôle de la formation de substances à base d’Amidon en introduisant, après une ou deux semaines de culture, à la surface du milieu gélosé, quelques gouttes d’une solution iodo-iodurée de Lugol. L'apparition d’une teinte bleuâtre ou violette indique un résultat positif.
Contrôle des caractères biochimiques en milieu de Lait tournesolé:
On introduit dans des tubes de culture 10 ce de Lait dégraissé et l’on tyndallise pendant 3 jours successifs par chauffage à 100° pendant 30 minutes. On ajoute ensuite 1 cc d’une Teinture de Tournesol stérile
ER, de
à 1% et, éventuellement, L ce d’une solution stérile de Lactate de calcium à 5 %. Pour chaque expérience on ensemence des tubes de Lait tournesolé avec et sans Lactate de calcium et on les place à l’étuve à 249, On effectue la lecture des résultats après 2 à 4 semaines.
Contrôle du pouvoir lipolytique :
Nous donnons ci-dessous, à ce sujet. la technique de ErJKMAN:
On fait fondre de la graisse de bœuf brute, puis on filtre et stérilise. On introduit ensuite environ 0.5 ce de cette graisse fondue dans le fond de boîtes de Pétri préalablement stérilisées et encore chaudes. La couche de graisse doit être très mince et bien répartie sur le fond de la boîte : si l’on introduisait un excès de graisse, il faudrait le retirer au moyen d'une pipette chauffée. On laisse ensuite s’opérer la solidification, en plaçant les boîtes pendant 2 heures à la glacière. On introduit . alors de la Gélose de Gorodkowa. décrite antérieurement, chauffée et refroidie à 40° environ. et additionnée de Carbonate de calcium au taux de 0,1 %. Cette manipulation doit être effectuée avec beaucoup de soin, pour éviter d'endommager la couche de graisse. On ensemence comme d'habitude et on effectue la culture à 240, Le pouvoir lipolytique se manifeste d'habitude après quelques jours par l’apparition d’une teinte crayeuse au-dessous du milieu de culture au contact de la couche de graisse. Ce phénomène est dû à la formation de Sels de calcium d’Acides gras. Si on travaille avec une Eau calcaire, comme c'était notre cas, l’addition de Carbonate de calcium devient inutile.
Nous avons ainsi décrit les méthodes de laboratoire facilement réalisables, qui nous ont servi pour contrôler les propriétés biochimiques et biologiques des organismes levuriens qui nous ont intéressé directement dans notre travail.
Étude des Levures lipolytiques :
Pour nos recherches concernant les Levures lipolytiques, nous avions à notre disposition deux organismes de caractères nettement connus : Candida lipolytica et Trichosporon pullulans. Comme il ressort du Chapitre I, ces deux micro-organismes sont des Levures asporogènes et font ainsi partie de la famille des Cryptococcacées ; on n’a jusqu'à présent pas pu observer chez ces deux Levures une reproduction sexuée soit par ascospores, soit par ballistospores et il s’agit par conséquent de Champignons imparfaits ou de germes imparfaitement connus. Cependant, malgré que ces deux Levures font partie de la même famille des Cryptococcacées, elles ont des caractères morphologiques et biochimiques bien différents, et la première est rangée dans la tribu des Candidées, tandis que la seconde se trouve dans la sous-famille des Trichosporoïdées.
Avant d’exposer nos recherches concernant le pouvoir lipolytique de ces deux germes levuriformes, nous voudrions encore mentionner une méthode qualitative pour le dosage de celui-ci. Il s’agit de la méthode de Berry (43). D’après cette technique, on introduit dans des boîtes de
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Pétri un milieu gélosé contenant du Beurre, de l’Huile de coton ou de l’Huile de soja. On ensemence les micro-organismes à examiner en exposant pendant 3 jours ou plus à 240. On traite ensuite le milieu gélosé lipidique pendant 10 minutes au moyen d’une solution saturée de Sulfate de cuivre. La formation de taches bleues verdâtres dues à des savons de cuivre indique le pouvoir lipolytique des organismes en expérience.
Ceci dit, passons à la description de nos deux Levures lipolytiques et à celle des recherches que nous avons dû effectuer pour contrôler l’identité de ces germes.
Candida lipolytica :
Cet organisme a été décrit sous différents noms ; nous indiquons ci- * dessous les divers synonymes:
Torula lipolytica, nom. nud.
Mycotorula lipolytica, HARRISON (44)
Monilia cornealis, NANN1IZZ1 (45)
Proteomyces cornealis, Dopce (46) Pseudomonilia deformans, WoLFRAM et ZACH (47) Candida deformans, LANGERON et GUERRA (48) Candida olea, VAN RiJ et VERONA (49)
Description classique de l’organisme:
Cette Levure a été isolée pour la première fois en 1921 à partir d’une Margarine altérée. Elle a été ensuite étudiée par JACOBSON qui lui a donné le nom de Torula lipolytica, puisqu'il a découvert à ce moment son pouvoir lipolytique. Cet auteur n’a cependant jamais publié de description détaillée et c’est la raison pour laquelle la dénomination de Torula lipolytica créée par l’auteur constitue un nomen nudum. HARRISON qui a ensuite étudié les caractères culturaux et morphologiques de cette espèce a pu constater qu'elle était capable de former des éléments mycéliens vrais et l’a désignée pour cette raison par le terme Mycotorula. Il donne la description suivante: « En moût de bière ou sur moût gélosé, on trouve des cellules elliptiques ou cylindriques de taille variable. Les cellules elliptiques peuvent mesurer 1,6 X 3,3 à jusqu’à 2,5 X 6,6 u. Les cellules cylindriques ont en général un diamètre de 1,6 y et une longueur de 6,6 à 20 1. Dans des cultures plus âgées, les cellules elliptiques mesurent d’habitude 3,4 à 4,2 u. Les filaments mycéliens peuvent être munis de bourgeons latéraux allongés et elliptiques. L’aspect macroscopique de la culture en moût de bière montre la formation d’un anneau ou d’une pellicule chétive. Plus tard, il se forme un dépôt important au fond du tube. Sur moût gélosé, les colonies sont ternes, blanchâtres et rugueuses ; plus tard, même plus ou moins plissées. La liquéfaction du moût gélatiné débute vers le 3° jour et devient complète après 24 jours. L’assimilation des glucides s’effectue sans production
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de gaz. Le lait est coagulé et complètement peptonisé avec formation d’un voile à la surface. »
Dans leur important ouvrage DIDDENS et LODDER ont classé cet organisme sous le nom de Candida lipolytica eu égard à sa propriété de former du pseudomycelium. Ces auteurs ont examiné 4 souches différentes et donnent la définition suivante de cette espèce:
« Développement abondant de pseudomycelium et de mycelium vrai. Formation de blastospores rares, soit groupeés en petits verticiles ou en chaïînettes courtes, pleurales ou terminales, qui peuvent prendre un aspect arborescent. Les cellules en moût de bière sont le plus souvent longuement ovalaires et quelquefois même allongées ; de rares cellules seulement sont sphériques ou faiblement ovalaires. La taille peut varier grandement : de 2 à 4,5 X 4 à 221. En moût de bière, dépôt abondant et au début apparition d’une pellicule chétive qui, en vieillissant, devient coriace et épaisse. Les cultures en stries sur moût gélosé sont jaunâtres, molles, brillantes et rugueuses et sur toute la surface plus ou moins plissées. Pas de développement de gaz en milieu synthétique sucré : croissance en présence de Glucose, de Levulose et de Mannose. Les combinaisons azotées suivantes sont assimilées: Sulfate d’ammonium, Asparagine, Urée et Peptone. L’Alcool éthylique comme unique substrat glucidique donne un développement chétif (pellicule mince) ou nul. Liquéfaction de la gélatine rapide et complète. Peptonisation du lait tournesolé : dégradation de l’ Arbutine néant ou très faiblement positive ; pouvoir lipolytique positif. »
Plus récemment, LopDER et KREGER-Van RiJ ont étudié, en plus des espèces déjà contrôlées par DIDDENS et LODDER, huit autres souches. Leurs observations confirment les résultats ci-dessus indiqués. D’autre part, ces auteurs ont pu identifier l'espèce décrite par Van Ri1J et VERONA sous le nom de Candida olea avec Candida lipolytica.
Recherches d'identification personnelles :
Culture sur lame:
Nous constatons la formation d’un pseudo-mycelium abondant et de mycelium vrai moins riche, caractérisé par des filaments cloisonnés. Les blastospores, plutôt rares, se trouvent insérées le long du mycelium sous forme de courtes chaînettes (fig. n° 3).
Culture en moût de bière:
Après 3 jours de culture à 24°, la plupart des cellules sont longues et ovales ou allongeés ; on trouve cependant quelques cellules sphériques ou légèrement ovalaires. La taille des cellules varie beaucoup et se trouve à peu près dans les limites suivantes: 2 à 5 p sur 2,5 à 19 4 (fig. n° 4). L'examen macroscopique montre un anneau blanchâtre, grimpant le long des parois. Il y a ensuite formation d’une pellicule mince à la surface du milieu et au fond un dépôt floconneux. Après un mois, on note
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un voile épais et coriace, qui tombe au fond des tubes à la moindre agitation, formant ainsi un dépôt abondant.
Sur moût de bière gélosé, les colonies sont brillantes, molles et crémeuses ; au bout d’un mois à 249, elles sont plus ou moins plissées et granuleuses sur toute la surface.
Liquéfaction de la gélatine:
La liquéfaction de la gélatine est complète. Après une semaine de culture, la liquéfaction est déjà nettement positive et s’effectue en entonnoir.
Fermentation gazeuse:
Nous avons examiné 6 sucres dont aucun n’a été dégradé avec formation de gaz.
Assimilation des sucres:
CR ee et Ve ren EE LA RE PÉMRADÉS NS PMET NT DEA, Des CARRE CS ME PAT POEReNNe 2 del SALPRREOBE TE NL OT ER. St MAHOSGNEL-POERS DRE red RACIOECR LU Re eue
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Assimilation des Nitrates:
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Utilisation de l’Alcool éthylique comme source hydrocarbonée unique: Après une semaine de culture apparaît un développement faible, formé par une pellicule très mince.
Culture en milieu de lait tournesolé:
Coagulation du lait avec peptonisation. Le liquide surnageant le coagulat se colore en rouge, puis en Jaune foncé. Dégradation de lArbutine:
Après 6 jours, dégradation positive, mais très faible, de l’Arbutine.
Pouvoir lipolytique:
Positif après 5 à 6 jours de culture.
Trichosporon Pullulans :
Synonymes :
Oidium pullulans, LINDNER (50) Oospora pullulans, LINDAU (51) Endomyces vernalis, LUDwiG (52) Endomycopsis vernalis, STELLING-DEKKER Oosporidium fuscans, STAUTZ (53) Trichosporon fuscans, BuCHwALD (54)
Description classique de l’organisme:
Cet organisme a été mentionné dans la littérature cryptogamique pour la première fois par LINDNER en 1895, qui l’a isolé de l’air et à partir de prélèvements effectués dans les fûts de brasserie. Il lui a donné le nom de Oidium pullulans avec la description suivante : (Ce champignon prend une position intermédiaire entre Oidium lactis et les organismes levuriens proprements dits. Il se présente soit sous forme de fragments filamenteux d’Oidium, soit comme cellule levurienne bourgeonnante. En moût de bière l'organisme peut évoluer selon le mode levurien strict, ou mycelien, donnant alors naissance à des éléments engendrant de nouveau des cellules bourgeonnantes. Le développement en moût de bière présente après 2 jours une pellicule mate à la surface, qui donne un anneau crémeux le long des parois du tube. Le sédiment est faible et léger. Le développement sur moût gélatiné s’effectue avec formation d’un voile plus ou moins brillant, jaune-brunâtre. La fermentation gazeuse en moût de bière est négative. »
En 1907, LINDAU a rangé cette espèce dans le genre Oospora. Plus récemment, DIDDENS et LODDER l’ont classée sous le nom de Trichosporon pullulans. Ils ont, lors de leurs recherches, examiné treize souches parmi lesquelles: Oospora pullulans, Oosporidium fuscans, Geotricoïdes species souche B et D de Rennerfelt, Geotrichoïdes species de Virtannen et 4 Geotricoïdes isolés par Scott. D’autre part, ils y rangent encore la souche 111 de Rennerfelt et une souche Copenhagen, isolée à partir de beurre.
Ces auteurs donnent la description suivante pour déterminer Trichosporon pullulans :
Culture sur lame :
À la température du laboratoire, ou à 170, développement satisfaisant de pseudomycelium et de mycelium vrai. Les arthrospores sont plus nombreuses que les blastospores, qui, dans certains cas peuvent être très rares. Les blastospores sont insérées soit isolément, soit en courtes
chaînettes latérales à l’extrémité terminale d’un fragment de mycelium arthrosporé.
Culture en moût de bière:
Après 2 jours à 170 on note une croissance luxuriante avec pseudomycelium et mycelium vrai. Les cellules isolées (blastospores, arthrospores
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ou fragments pseudomyceliens) sont ovales, allongées ou cylindriques, rarement sphériques. La taille de ces différents éléments cellulaires varie beaucoup: 3,5 à 9,5 4 sur 4,5 à 20 u.
Il se forme un sédiment abondant et un anneau épais et muqueux.
Celui-ci se développe ensuite en donnant une pellicule épaisse muqueuse. ; s'immergeant plus tard.
Culture en stries sur mout gélosé:
Après un mois de culture à 170 on note un voile jaune-brunâtre à orangé de consistance d’abord molle, ensuite coriace, peu surélevé, velouté et mat. La structure de ce voile est d'habitude lisse, avec de rares plis. Exceptionnellement, le voile peut devenir rugueux.
Propriétés biochimiques:
Liquéfaction de la gélatine : positive après 10 semaines de culture à 170 (avec une seule exception).
Assimilation des sucres :
ÉINCOSO RAT ne 2
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Tous ces glucides sont assimilés sans fermentation gazeuse.
Assimilation de l'azote :
Cet organisme se développe sur milieu synthétique renfermant comme source azotée du Nitrate de potassium, du Sulfate d’ammonium, de l’Asparagine, de l'Urée et de la Peptone.
Utilisation de l’ Alcool comme source hydrocarbonée unique :
La culture de 7 jours à 170 est positive avec formation d’un sédiment et d’une pellicule.
Développement en lait tournesolé :
La plupart des souches examinées par les auteurs montraient au début une action coagulante de la Caséime. Cependant, les recherches ultérieures ont restreint le nombre des espèces coagulant le lait.
Dégradation de lArbutine: Positive.
Pouvoir lipolytique : positif.
Plus récemment, LOODER et KREGER-VAN Rij ont étudié d’autres souches et ont pu confirmer les résultats antérieurs de DIDDENS et
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Lopper. Il faut encore mentionner que ces deux auteurs ont identifié une Levure ascosporogène classée par STELLING-DEKKER comme Endomycopsis vernalis avec Trichosporon pullulans. Ils’agit d’un organisme qui a été décrit pour la première fois par LupwiG et isolé à partir de bouleau et de hêtre malades. Cet auteur donne seulement une description succincte de son espèce appelée Endomyces vernalis en indiquant la présence d’un mycélium filamenteux chétif, d’oïdies de petite taille, de Chlamydospores et de quelques Asques. La formation des Ascospores ressemble à celle d’Endomyces descipiens.
STELLING-DEKKER a ensuite étudié une souche qui a été isolée par LiNDNER, mais il n’a pu trouver la formation d'Ascospores mentionnée par Lupwic. Napson et KONOKOTINE (55) ainsi que HAEN et KINTOFF (56) confirment ces résultats. Cependant, STELLING-DEKKER croit pouvoir identifier ces espèces avec celles de LupwiG et les classe dans le genre Endomycopsis. La description d’Endomycopsis vernalis concorde avec celle de Trichosporon pullulans à l'exception de l’assimilation du Nitrate de potasse. LoDDER et KREGER-VAN RiJ ont encore une fois contrôlé ces différentes souches et ils disent qu’une comparaison entre leurs résultats et ceux de LINDNER ne donne aucun prétexte permettant de douter de l'identité des différentes souches examinées avec celle décrite par Lupwic et par LINDNER et ils se croient en droit d’homologuer l’espèce Endomycopsis vernalis de Ludwig avec Trichosporon puilulans.
Les caractères différentiels du genre Trichosporon ressortent effectivement aussi de la description de LINDNER qui mentionne même la pigmentation typique des colonies. De cette façon, ces auteurs sont d’avis de maintenir l’épithète de « pullulans » pour cette espèce.
Il en est de même pour un organisme isolé par STAUTZ à partir de sève mucilagineuse de Châtaignier brun, qu’il avait appelé Oosporidium fuscans. BUCHWALD a déjà rangé cette espèce dans le genre Trichosporon et DIDDENS et LODDER l’ont identifié avec Trichosporon pullulans.
Recherches d'identification personnelles :
Culture sur lame :
Développement abondant de pseudomycelium et de mycelium vrai. Les arthrospores sont nombreuses, alors que les blastospores sont très rares (fig. n° 5).
Culture en moût de bière:
Après 3 jours de culture à 249, le développement du pseudomycelium domine celui du mycelium vrai. Les cellules sont ovales, le plus souvent ovoïdes, ou allongées et cylindriques ; elles sont rarement sphériques. La taille des cellules est très variable, allant de 3 à 9 u sur 4,5 à 30 Lu (fig. 6)
COUR
L'examen macroscopique montre un anneau epais et visqueux, qui
peu à peu envahit la surface du milieu en un voile gélatineux, grimpant le long des parois du tube. Le dépôt est pauvre et floconneux.
Culture sur moût de bière gélosé:
Après un mois de culture à 24°, les colonies sont brun-grisâtres, veloutées, mates et très coriaces. La culture a un aspect lisse, avec de très
rares plis.
Liquéfaction de la gélatine:
La liquéfaction de la gélatine est positive au bout de 10 jours, et s’effectue en entonnoir au bout de 4 semaines.
Fermentation gazeuse:
Nous avons examiné 6 sucres dont
tion de gaz.
Assimilation des Sucres:
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Assimilation de l’Azote:
Nitrate de potasse .
Sulfate d’ammonium Peptone etre ASpatTAgine Mere Urée: ARRET
Utilisation de l’Alcool éthylique comme
aucun
été dégradé avec forma-
DA ES
source hydrocarbonée unique:
Après une semaine de culture on note un amorcement de culture faible,
mais positif.
Culture en milieu de Lait tournesolé:
Coagulation du lait avec virage de l’ndicateur. A noter que la vitesse de dégradation varie grandement d’une expérience à l’autre, dans les
mêmes conditions.
Dégradation de lArbutine:
Positive après 6 jours.
CONCLUSION
En comparant les résultats de nos recherches d'identification avec les descriptions correspondantes de DIDDENS, LODDER et KREGER-VAN RiJ, nous constatons une parfaite concordance. Nous nous croyons donc en droit, après ce contrôle rigoureux. d'identifier nos deux organismes levuriens avec Candida lipolytica et Trichosporon pullulans. Un caractère spécifique de ces deux Levures est leur pouvoir lipolytique, propriété que nous avons étudiée tout particulièrement et que nous exposons dans les chapitres suivants.
CHAPITRE V
ESSAI D’ISOLEMENT DES LIPASES LEVURIENNES DANS LES SOLUTIONS CULTURALES
Dans le chapitre suivant nous essayerons d’étudier le pouvoir lipolytique de nos deux organismes levuriformes: Candida lipolytica et Trichosporon pullulans, que nous avons analysé au point de vue purement cryptogamique dans le chapitre IV, au cours duquel nous avons vu qu’ils sont caractérisés par cette propriété spécifique.
On connaît en effet cette action enzymatique de ces Levures depuis fort longtemps, mais on n’a Jamais essayé d'isoler et d’étudier leur enzyme lipasique même. Il nous intéressait surtout de comparer ces Lipases levuriennes avec celles isolées des Bactéries acido-alcoolo-résistantes et qui ont fait l’objet de travaux antérieurs dans le Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Pharmacie de Strasbourg.
Dosage des Lipases levuriennes par la méthode ionométrique:
Nous avons déjà relaté dans le chapitre III des différentes méthodes employées pour le dosage quantitatif des actions lipasiques. Nous pouvons onc à présent nous limiter à donner les détails de la méthode électrométrique ou ionométrique que nous avons utilisée au cours de nos recherches.
Pour l’élaboration de notre technique, nous nous sommes surtout basé sur les travaux antérieurs de ScHÂR et MARTI, qui ont employé également cette méthode et qui ont étudié sa valeur expérimentale par rapport aux autres techniques anciennement utilisées. Ces auteurs sont partis de la méthode alcalimétrique de WILLSTAETTER et de ses élèves et de sa modification de VOGEL et LAEVERENZ (57). ScHÂR et MARTI ont expérimenté l'influence des différentes solutions-tampon et d’activateurs sur les résultats qualitatifs et quantitatifs de la méthode ionométrique. Ils ont travaillé non seulement avec les Lipases bactériennes, mais également avec des Extraits pancréatiques. ScHÂR a étendu ses dosages jusqu’à 48 heures et plus pour contrôler d’une façon rigoureuse l’effet des tampons et des activateurs sur ces Lipases. MARTI, par contre, a restreint ce temps d'interaction entre l’enzyme et les substrats; ce fait a non seulement simplifié la méthode, mais également amené des conditions expérimentales plus homogènes. Nous avons donc surtout employé cette méthode de MARTI que nous avons dû modifier légèrement pour l’adapter à nos besoins résultant de l’emploi des Levures. Nous
ui 49 21 pouvons donner la technique générale utilisée par nous, de la façon suivante :
Technique générale:
Nous avons introduit dans un flacon de 30 ec à large ouverture bouché à l’émeri, les produits suivants dans l’ordre indiqué ci-dessous :
Solution lipolytique à examiner ............... 10 ce DOME ERA A 0 li sacs sauteuse 2 ce Solution d’Oléate de soude à 2% ............ PAL Solution de Chlorure de calcium à 2% ....... 2 cc Huile d'olive neutre .......... ES CP TEE 3 cc
Les solutions d’Albumine, d'Oléate de soude et de Chlorure de calcium constituent les activateurs de l’action lipasique. Au cours des manipulations, il importe donc d'introduire ces différents composants dans l’ordre numérique indiqué ci-dessus, ceci surtout pour réaliser, par la formation d'Oléate de calcium, une émulsion caractéristique et stable dûe à cet activateur.
Après avoir ajusté le mélange réactionnel à un pH entre 8,5 à 9.0, l'Huile d'olive peut être hydrolysée par les Lipases avec formation d’Acides gras libres (principalement Acide oléique), et de Glycérine. Ces Acides gras libérés de cette façon occassionnent une modification de la réaction ionique du mélange en expérience, phénomène qui peut être mesuré par le déplacement du pH vers la zone acide. Cette variation peut être mesurée au moyen de notre pH-Mètre et on peut ramener, au moyen d’une solution de NaOH N/10, la concentration ionique vers son taux initial. En additionnant les centimètres cubes de NaOH N/10 nécessaires pour ramener au pH initial, on peut déterminer le taux d’Acides gras libérés par l’action lipasique. Il existe, en effet, un rapport direct entre les Acides gras libérés et la dose d’Huile d’Olive qui a été décomposée par l’action enzymatique, de sorte que le taux de NaOH N/10 nécessaire pour ramener à la concentration ionique initiale exprime directement la force du pouvoir lipasique.
Pratiquement, nous avons effectué nos dosages au moyen de notre pH-Mètre de la façon suivante:
1) Détermination du pH de la solution lipasique à examiner.
2) Détermination du pH de l’ensemble du mélange en expérience.
3) Ajustement au moyen de NaOH N/10 au pH — 8,5 à 9,0. On a cependant avantage à utiliser dans ce cas une solution de NaOH N, puisqu'on évite ainsi une augmentation du volume total du mélange en expérience; ceci surtout puisque cette dose initiale de NaOH ne joue pas pour le résultat final.
4) Agitation pendant 30 minutes du mélange réactionnel, à la température du laboratoire, puis séjour à l’étuve à 370 pendant une heure. Nouvelle agitation pendant 30 minutes.
Replacer à l’étuve à 37° pendant une heure.
Nouvelle agitation pendant 30 minutes à la température du laboratoire.
tte
On effectue ainsi les dosages de l’action enzymatique sur une durée totale de 3 heures 14.
5) Mesure de la différence de pH et réajustement au pH initial, au
moyen de NaOH N/10 (pH entre 8,5 à 9,0).
6) Répétition des manipulations indiquées sous 4). La durée du temps de réaction est encore de 3 heures 1.
7) Nouvelle détermination de la différence du pH et réajustement
vers le pH initial au moyen de NaOH N/10.
8) Calcul de la somme totale de NaOH N/10 utilisée au cours de ces deux temps de réaction [5 et 7]; celle-ci exprimée en cc donne le taux du pouvoir lipasique du substrat en expérience.
Remarque supplémentaire: Si le substrat lipasique n’a pas été stabilisé préalablement par addition de Toluène, il faut ajouter au mélange en réaction encore 5 gouttes de Toluène pour assurer sa stérilité au cours de l’expérience.
D’après MARTI et d’autres auteurs, cet antiseptique n’a aucune action frénatrice sur les Lipases.
La solution d’Albumine a été fraîchement préparée pour chaque série de réactions.
Pour l’agitation, nous nous sommes servi d’un agitateur électrique réglé à 180 mouvements par minute. Comme substrat lipidique, nous avons eu recours à l’Huile d’olive pure et neutralisée (Oleum olivae neutralisatum purissimum, Siegfried A. S. Zofingue, Suisse).
Dosage des Lipases à partir des liquides culturaux:
Pour obtenir ces liquides, nous avons préparé des cultures de Candida lipolytica et de Trichosporon pullulans en introduisant le milieu nutritif à raison de 50 cc dans des fioles de Fourneau de 200 cc. Comme milieu nous avons employé le jus de pomme de terre glycériné à 3 % de J. MEYER décrit dans le chapitre IV. Dans une autre série d’expériences, nous avons eu recours au même milieu mais contenant 10 % de Glycérine au lieu de 3 %, dans l'espoir de pouvoir éventuellement augmenter la dose de Lipases dans le milieu ambiant. Les cultures sont disposées à l’étuve à 24° pendant 1, 2, 3 ou 4 semaines. Après ce temps respectif, les cultures ont été additionnées de 20 ce de Toluène. On agite fortement et on laisse reposer pendant 3 jours à la température du laboratoire. On centrifuge ensuite le contenu de la fiole de Fourneau pendant 15 minutes pour séparer les éléments cellulaires et mycéliens du liquide culturel. Cette manipulation ne permettait pas d’obtenir une séparation nette, étant donné qu’une grande partie du mycélium se localisait dans la zone de séparation entre le Toluène et le liquide cultural. Pour cette raison, nous avons prélevé, au moyen d’une pipette graduée, 10 ec exactement mesurés du liquide cultural, en renonçant ainsi à l’emploi . de la totalité de ce substrat. Les 10 ce de liquide cultural limpide ont
alors été employés pour le dosage du pouvoir lipolytique en suivant les prescriptions données ci-dessus.
Chaque série d'expérience comportait en plus un témoin, c’est-à-dire un milieu de culture stérile non ensemencé. soumis au mêmes manipulations que les liquides culturaux mêmes. Ce test nous a permis de déterminer le taux de NaOH incombant au milieu proprement dit.
Nous avons complété cette expérience en utilisant dans une autre série de culture à la place de l'Huile d'Olive de la Tributyrine.
Les résultats obtenus au cours de ces recherches sont exprimés dans les tableaux 3 à 10.
TABLEAU No 3
Cultures en jus de pommes de terre glycériné à 3 %.. Dosage des lipases dans les solutions culturales âgées de 1 semaine avec de l'huile d'olive.
Candida lipolyt. Trichosporon pull.
I | IT I
NaOH) y (Na0H] y |NaOH|
ccm | cem cem |
pH pH
pH de la solution à exa-
pH de l’ensemble mélange
pH ajusté
pH après 3 1
cem NaOH
pH réajusté
pH après 31/, h.
cem NaOH N/10
pH réajusté
cem NaOH N /10 total.
TABLEAU No 4
Cultures en jus de pommes de terre glycériné à 3 %,. Dosage des lipases dans les solutions culturales âgées de 2 semaines avec de l'huile d'olive.
Candida lipolyt. Trichosporon pull.
_ - Témoin I Il l | IT g + 54 . pet le ti ; ei ere tien, | fl en fo v8 [oo | PE Jon | PE l'on.
| pH de la solution à exa- | | | MÉT Se do nisates drug 4,3 PE | 14 7,15 5,95 pH de l’ensemble du | | | EN M TC 5,15 5,65 6,65 | 6,7 5,19 DH Austé. 2 louve 8.6 8,45) 8,5 | 8,5 | 8,75! pH après 31/, h. .... | 8,35 8,35 8,3 | 8,25| 8,6 | ccm NaOH N/10 .... 0,22 0,13 | 0,28] | 0,24 0,14 DHIréapueté Sec 8,65 8,45 8,5 | | 8,5 | 8,75) pH après 31/,h. .... 8,4 8,2 8,35| 8,3 | 8,65| cem NaOH N/10 ..….. 0,19 0,25 0,2 0,22! | 0,12 DHPTÉA USE... 0 8,6 8,45 8,5 8,5 8,75
cem NaOH N/10 total . 0,41 0,39 0,48 0,46 0,26
SO
Cultures en jus de pommes de terre glycériné à 3 %.. Dosage des lipases dans les solutions culturales âgées de 3 semaines avec de l’huile d’olive.
Candida lipolyt. Trichosporon pull. RE il | IT I IT pu [ON one [ON] on OM on PON on [On | | pH de la solution à exa- | | MAN ÉL EN ee 4,35 4,05 135 TS 6,0 pH de l’ensemble du mé- | | lanse rer 4,85 4,7 6,175! 6,8 5,85 PhAAlUS Te CR EEE 8,6 | 8,5 8,5 | 8,5 8,6 pH après 31/, h. ... | 8,35 ne 8,15 | 8,25 8,4 ccm NaOH N/10 .... | 0,24] | 0,25 | 0,31] 0,28 0,17 DHéreajustés rer 8,6 8,6 | 8,5 | 8,55 8,6 pH après 31), h. .... | 8,4 8,3 | 8,35, 8,35 8,45 cem NaOH N/10 .... 0,20 | 0,21 | 0,16] 0,18 0,15 pEbréausté "7. 8,6 8,5 | 8,94 RG 58l cem NaOH N /10 total . |
Cultures en jus de pommes de terre glycériné à 3 %.. Dosage des lipases dans les solutions culturales âgées de 4 semaines avec de l'huile d’olive.
Candida lipolyt. Trichosporon pull. Tan I | Il I | Il OS SERIES | pH de la solution à exa- | MANDCE SOS Ne 4,1 4,35] 7,0 7,6 5,9 pH de l’ensemble du mé- | Lange PAM RRAETELS 4,95 4,17 | 6,25 6,5 5,8 PHPAJUSTER EEE LR 8,3 8,8 | 8,65! 8,7 8,7 pH après 3 42 h. ..... 8,0 | 8,6 | 8,45 8,5 8,5 CemANaOHEN/10 REF 0,30, IROE22 0,20 0,25 0,20 LR RENTE EN DE do ve 8,3 | 8,85) 8,65 8,7 8,7 pH après 3 1 h...... 8,2 8,7 | 8,4 8,55 8,6 cemINaOHN//10 1 0,10 | 0,14 0,22 0,19 0,09 PÉINTAUS TOP 8,3 8,8 8,65 8,7 8,7 cem NaOH N /10 total .
TABLEAU No 7
Cultures en jus de pommes de terre glycériné à 3 %.. Dosage des lipases dans les solutions culturales âgées de 2 semaines au moyen de Tributyrine.
= Candida lipolyt. | Trichosporon pull.
RS Fapr I Il
Témoin
NaOH pH |[NaOH pH :NaOH NaOH NaOH
com | cem cem cem | ccm
pH
pH de la solution à exa-
pH de l’ensemble du mélange
pH ajusté
pH après 3 1 h:.....
cem NaOH N/10
PH réajusté
pH après 3 14 h.
cem NaOH N7/10
pH réajusté
cem NaOH N /10 total .
Cultures en jus de pommes de terre glycériné à 3 %. Dosage des lipases dans les solutions culturales âgées de 4 semaines au moyen de Tributyrine.
Trichosporon pull.
= Candida lipolyt. Témoin I IT I Il mes (ef ee fon) PE (room | PE (uen pH de la solution à exa- | THE. dires ya! 4,35 4,1 1,9 7001 6,0 pH de l’ensemble du mé- | | FC AENERS ET PORN 4,5 | 4,6 5,3 s.01 4,8 DL IARUST EN e aate es £a 8,8 8,45] 8,7 8,5 8,65 pH'après 3} he ..... 8,55 8,25 8,45 8,3 8,35 ccm NaOH N7/10 .... 0,36 | 0,28 | 0,306! | 0,32 0,31 Drédmeté 27224. 8,8 8,5 8,7 | LAS 8,6 pH après 3 h. ..... 8,65 8,3 8,5 | Los 8,45) ccm NaOH N7/10 .... 0,20 0,19 | 0,24 | 0,27 0,18 DEL réapusté 407 8,8 8,45 8,7 | 8,5 8,65!
ccm NaOH N /10 total . 0,56 0,47 0,60! 0,59 | 0,49
EE EE
toit
Cultures en jus de pommes de terre glycériné à 10 %.. Dosage des Lipases dans les solutions culturales âgées de 2 semaines avec de l’huile d'olive.
pH de la solution à exa-
Janet tete pH ajusté pHraprès 3 17:-h.....
cem NaOH N/10 pH réajusté pH après 3 Hh.
cem NaOH N/10 pH réajusté
cem NaOH N /10 total .
Candida lipolyt.
Trichosporon pull.
CR I 11e pa (RACE on po] ee [RO for ns ARE 44 | 4,3 TL 6.8 5,9 | | 5,2 | 5,15 6,7 | 6,5 5,8 8,6 | 8,5 8,5 | 8,45 8,9 8,35 | 8,3 8,25 | 8,3 8,7 0,29 | 0,24 0,23 0,25 0,21 8,6 | 8,5 | 8,45 8,5 8,9 8,5 | 8,35. 8,2 8,3 8,8 0,09 | 0,21 | 0,28 0,22 0,09 8,6 | 8,5 8,5 | 8,45 8,9 0,45
Cultures en jus de pommes de terre glycériné à 10 %.. Dosage des lipases dans les solutions culturales âgées de 4 semaines avec de l’huile d’olive.
pH de la solution à exa-
pH de l’ensemble du mé- EF OPEE AOEAR
DHMajusté ere.
pH après 31/, h.
cem NaOH N/10
DHATÉAIUStÉR Er ee
DHPApre Ro enr e
cem NaOH N/10
pH réajusté
cem NaOH N /10 total .
Candida lipolyt.
Trichosporon pull.
Témoin I Il I IT PE es PE frenoae) COLevane EE eco |RRE | | 4,1 43 | 7,5 7,3 6,05 4,9 | 5,1. 6,8 6,1 5,8 8,5 | 8,5 86. 8,55 8,6 8,2 | 8,3 | 8,3 | 8,2 8,3 0,26! | 0,19) * | 0,29 0,32 0,25 8,45) |8,5 8,6 8,5 |. | 8,55 8,4 | 8,25 8,45 8,35 8,5 0,15. 0,21] | 0,15 0,18 0,1 8,5 | 8,5 8,6 | 8,55 8,6 0,41 0,40! | 0,44 0,50 0,35
Interprétation des résultats:
En considérant ces résultats, il faut tout d’abord tenir compte du fait que le milieu de culture stérile présente une réaction initiale acide et nécessite donc une dose de NaOH pour être ajusté au même pH que les milieux en expérience. Pour obtenir un résultat net du pouvoir lipasique, il faut donc tenir compte de cette valeur. Les résultats ainsi corrigés semblent prouver que la Lipase levurienne ne diffuse pas dans le milieu ambiant. Cette constatation n'est pas modifiée si l’on emploie à la place de l’Huile d'Olive comme substrat lipidique, la Tributyrine. Le fait de modifier la concentration en Glycérine du milieu de 3 à 10 % ne change rien à ces résultats.
On peut se demander à la suite de ces constatations, si notre méthode ionométrique est suffisante pour pouvoir apprécier les doses de Lipases élaborées et éventuellement diffusées par nos Levures. Cette objection devient caduque, si l’on considère nos propres résultats que nous exposerons dans le chapitre suivant. et en considérant d’autre part les observations de nos prédécesseurs.
Si nous avons pu constater un léger excès de la dose de NaOH dans nos liquides eulturaux par rapport au milieu stérile, on pourrait peutêtre expliquer ce fait par la présence éventuelle de quelques éléments cellulaires ou mycéliens dans ces liquides, qui ont été obtenus par simple centrifugation. Ces germes ont donc pu se développer au cours des manipulations des dosages lipasiques et ont ainsi pu occasionner un léger virage du pH des substrats en expérience.
CHAPITRE VI
ESSAI D’ISOLEMENT ET DE DOSAGE DES LIPASES A PARTIR DU MYCÉLIUM LEVURIEN
1) Essai de dissolution de la Lipase levurienne:
Emploi d’une solution hypertonique de Chlorure de sodium:
D’après les résultats que nous avons obtenus dans le chapitre précédent, il semble que les Lipases levuriennes ne sont pas solubles dans un substrat aqueux isotonique. C’est pour cette raison que nous avons jugé nécessaire d’examiner les résidus cellulaires et mycéliens des cultures récoltés après centrifugation et décantation du liquide cultural. Nous nous sommes donc posé le problème: comment isoler ces Lipases contenues dans les cellules levuriennes ?
Nous avons essayé de résoudre cette question de différentes manières. Une des méthodes les plus adéquates nous semblait d’essayer de libérer ces Lipases par plasmolyse des cellules levuriennes en appliquant le principe établi par SARTORY et MEYER (58) pour la préparation des lysatvaccins. À ce sujet, nous avons réalisé des cultures de nos organismes en milieu de jus de pommes de terre glycériné. Pour améliorer le rendement, nous avons modifié la composition de ce milieu en augmentant le taux du Glucose de 0,5 à 1 %. Notre supposition à ce point de vue s’est avérée exacte.
Les cultures disposées à 240 ont été interrompues après 1, 2, 3 et 4 semaines par addition de Toluène dans les proportions de 10 % sur le volume total. On agite soigneusement et on laisse reposer pendant 24 heures. Après ce laps de temps, nous avons séparé la récolte levurienne du milieu de culture par filtration au moyen d’un entonnoir de Büchner. Finalement, nous avons lavé les résidus cellulaires sur le filtre au moyen d’eau distillée jusqu’à ce qu’elle s’écoule incolore. Le résidu mycélien, qui était protégé contre une surinfection par les larges traces de Toluène résiduelles, a été ensuite traité avec une solution hypertonique de Chlorure de sodium à 20 %. Le rapport entre cette solution et le poids du mycélium traité était de 12. Le tout a été soigneusement trituré et placé à l’étuve à 370 pendant 48 heures. Nous avons ensuite filtré sur entonnoir de Büchner pour récolter le filtrat, qui devait nous servir à la caractérisation éventuelle de la Lipase levurienne au moyen de la méthode ionométrique et d’Huile d'olive comme substrat. La méthode employée a été celle décrite dans le chapitre V ; nous avons utilisé 10 ec de filtrat directement et dans une deuxième série 10 ce du même filtrat ont été
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dilués par 5 ce d’eau distillée. Le dosage a été effectué sur ce filtrat dilué pour éviter éventuellement une influence nuisible de la forte concentration saline de notre filtrat.
Chaque série d'expériences a été encore complétée par un témoin au moyen d’une solution de Chlorure de sodium au même titre, mais n'ayant pas été en contact avec les Champignons.
Résultats :
Nous jugeons inutile de rédiger les résultats obtenus dans un tableau, étant donné que, pratiquement, les concentrations en ions H n’ont guère varié, ce qui signifie soit que la plasmolyse n’ait pas permis de solubiliser la Lipase levurienne, soit que les fortes concentrations de Chlorure de sodium l'aient détruite.
Essai de solubilisation de la Lipase levurienne dans la Glycérine:
Partant de la conception d’auteurs antérieurs en particulier de Tammisro (59) sur la grande solubilité de la Lipase pancréatique dans la Glycérine, nous avons essayé d’épuiser au moyen de ce solvant notre Lipase levurienne. Nous avons employé tout d’abord un mélange de quatre parties de Glycérine et de 6 parties d’eau.
Pour ces expériences, nous avons tout d’abord traité le résidu cellulaire levurien au moyen d’une solution hypertonique de Chlorure de sodium, comme nous l’avons décrit ci-dessus. Cette masse mycélienne a été soigneusement lavée au moyen d’eau distillée et ensuite passée à travers un micro-broyeur pour réaliser une destruction aussi complète que possible des cellules. Nous avons pensé, de cette façon, pouvoir réaliser un contact plus intime entre la Lipase et le solvant glycériné. Le résidu mycélien ainsi obtenu a été étalé sur une assiette d’argile poreuse et porté à 309 pour obtenir une déshydratation aussi poussée que possible. La masse était ensuite pulvérisée et encore une fois desséchée.
Nous avons alors prélevé 1 g de cette poudre mycélienne déshydratée et nous l’avons triturée avec 12 ce de la solution hydroglycérinée à 40 %,, en ajoutant 5 gouttes de Toluène. L’émulsion ainsi obtenue est introduite dans un flacon de 30 cc à large ouverture, bouché à l’émeri. Pour activer la dissolution, ces mélanges ont été agités mécaniquement pendant 1% heure, puis on laisse reposer pendant 2 heures et on répète les mêmes manipulations encore à deux reprises. Finalement, nous avons laissé macérer le tout pendant une nuit, et agité ensuite encore pendant 30 minutes. Le contenu du flacon est transvasé pour être centrifugé. On décante le liquide surnageant, en le passant sur une toile. Les résidus mycéliens réunis ont été repris encore au moyen de 5 ce de la solution hydro-glycérinée ; nous pratiquons une agitation soigneuse, nous centrifugeons et le liquide surnageant est réuni après filtration sur gaze, au premier filtrat. Nous avons employé 10 ce de cet extrait glycéroaqueux pour la recherche et le dosage éventuel des Lipases. La méthode employée était encore celle décrite dans le chapitre V et le substrat lipi-
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dique était l’Huile d’Olive. Comme témoin nous avons eu recours à 10 cc de liquide glycéro-aqueux, n’ayant pas été en contact avec les Levures.
Résultats:
Les extraits glycérinés ainsi préparés étaient également dépourvus d’action lipasique, puisque nous n’avons pas pu constater de modifications sensibles de la concentration ionique entre les solutions témoins et les extraits hydro-glycérinés.
Essai de solubilisation des Lipases levuriennes dans le Sirop simple:
ManrTi a déjà essayé de mettre en solution des Lipases bactériennes dans du Sirop simple. Nous avons repris ses essais, au moyen de nos Levures, pour essayer d'isoler les Lipases levuriennes dans une solution sucrée à 60 %. Pour réaliser cette expérience, nous avons encore employé la même technique décrite ci-dessus pour l’extrait hydro-glycériné.
Résultats:
Ici également, les extraits au Sirop simple ne nous ont pas montré d’action lipasique par l’emploi de Lessive de soude en quantité sensiblement plus forte que les témoins. Nous nous croyons donc en droit de conclure que les Lipases levuriennes sont insolubles dans le Sirop simple dans ces conditions expérimentales.
Essai de dosage des Lipases fixées sur les éléments levuriens mêmes:
Etant donné l’impossibilité d'isoler les Lipases pour les mettre en solution au moyen des différentes méthodes que nous avons utilisées, nous avons jugé nécessaire de rechercher et de doser éventuellement ces Lipases directement dans le mycélium levurien. Nous avons employé à ce sujet le résidu cellulaire provenant de cultures sur jus de pomme de terre glycériné, qui a été lavé dans des solutions glycérinées à 3 %.. Nous avons déshydraté ce mycélium levurien autant que possible, pour l’em-
ployer ensuite au dosage ionométrique. Le mélange réactionnel avait la composition suivante:
Éléments levuriens déshydrate PERS 5 102 Éaurdisti) ÉCRAN RE ANA 8,0 g Solution 2 d'AlDAREN ENS SP TERRE RER 2,0 g Solution d’Oléate de soude à 2% ........ A ULE Solution ‘de Chlorure de Calcium 2%. 2,0 g Huile d'olive neutre .......... he nee 3,0 g Toluène RES M ANA SE A see scoot DC POULLES
Quant aux manipulations et à la marche de l’analyse, nous renvoyons au chapitre V. à
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Nous avons employé simultanément un mélange témoin sans addition d'Huile d'Olive, afin de pouvoir contrôler la quantité de NaOH N/10 propre à ce mélange.
D'autre part, nous avons remplacé, dans une nouvelle série d’expériences, l’Huile d'olive par la Tributyrine. Toutes les autres conditions expérimentales ont été maintenues.
Nous donnons dans les tableaux n° 11 et 12 les résultats de ces analyses. Pour plus de clarté, nous avons renoncé à inscrire dans ce tableau les valeurs de pH que nous avons mesurées, nous contentons d'indiquer la somme des doses de NaOH N/10 employées pour réajuster chaque fois la concentration ionique à son pH initial de 8,5 à 9,0.
Pour la même raison nous avons exprimé ces résultats seulement par les moyennes calculées de chaque fois trois séries d'expériences analogues. Notons encore que nos dosages se sont étendus sur une durée de
- 7 heures.
TABLEAU No 11
Dosage des Lipases à partir de 1 g de mycélium levurien déshydraté, au moyen d'Huile d'olive.
cc NaOH N/10
Age des cultures Candida lipolytica Trichosporon pullulans Essai | Témoin | Différ. | Essai | Témoin | Différ. 1er semaine ........... 1.63 , ES 0° 0,51 4,38 2,67 1,71 2 SemARME TS Lire due c 2,41 1,54 | 0,87 4,68 | 2,84 1,84 DT SPRAME CES Le 2,14 1,56 | 0,58 A ST 0E 2.69 1,62 4 semaine ........... 1,90 125.19,72 4,02 2,61 1,41
TABLEAU No 12
Dosage des Lipases à partir de 1 g de mycélium levurien déshydraté, au moyen de Tributyrine.
cc NaON N/10
Age des cultures Candida lipolytica Trichosporon pullulans
Essai |Témoin Différ. | Essai | Témoin | Difér.
127 semaine........... 1200100087 0,39 3,38 2 TSI AR 2UBEMAME. A+ Sert 1,98 | 1,50 0,48 3,43 2,300 mL TS de semaines ue ra TD'IGRHOEL 52 0,44 3.21 228 1020:98 AS SHARE Que canvros 1,88 | 1,45 0,43 3,52 2,21 | 1,14
Interprétation:
En considérant ces résultats, on voit que les deux mycéliums levuriens déshydratés possèdent indubitablement un pouvoir lipasique ; on constate d’autre part, que le Trichosporon pullulans est muni d’une Lipase plus active que Candida lipolytica. En examinant les résultats en rapport
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avec l’âge des cultures, on note que les cultures âgées de 2 semaines possèdent le pouvoir lipolytique optimum, ceci pour les deux Levures. En vieillissant, cette action enzymatique diminue progressivement. Quant à l’expérimentation concernant la spécificité des substrats réactifs, l’Huile d'olive a été proportionnellement beaucoup plus dégradée que la Tributyrine et constitue donc le réactif de choix pour doser ces Lipases.
Il est intéressant de mentionner les résultats que nous avons pu obténir dans les séries témoins effectuées sans présence d’Huile d’olive. On constate dans ces essais également qu’il faut au début une grande quantité de Soude pour ramener chaque fois la concentration ionique à son pH initial. On peut se demander les causes de ce phénomène? Il doit s’agir d’une décomposition autolytique avec formation d’Acides libres. Nous nous sommes posé la question, si cette formation d’Acides libres ne serait pas le résultat d’une action lipasique sur les Lipides estérifiés idiogènes de nos cellules levuriennes. Cette supposition est étayée par le fait que les résultats des expériences avec l’Huile d’olive et sans celle-ci évoluent dans un sens sensiblement proportionnel. Si cette hypothèse se confirmait, on se rend compte de la difficulté de doser d’une façon rigoureuse le pouvoir lipolytique de ces substrats levuriens dont les Lipases n’ont pu être obtenues à l’état isolé et de pureté.
Nous aurons l’occasion de revenir sur ce sujet ultérieurement.
Action lipasique sur les lipides iodogènes :
Nous venons d’énoncer l'hypothèse selon laquelle les Lipases pourraient, dans un milieu approprié et ajusté à pH — 8,5 à 9,0, dégrader les Lipides propres des cellules levuriennes. Pour réaliser un dosage exact des Lipases fixées directement sur les éléments cellulaires, il faudrait essayer soit d’épuiser les substances lipidiques idiogènes des cellules avant le dosage, soit de les transformer dans les combinaisons non attaquables par ces Lipases. Nous avons essayé de résoudre le problème par ces deux moyens ; en premier lieu nous avons tenté d’éliminer les substances lipidiques par macération dans des solvants appropriés.
En nous rapportant à une publication de ALBERT, BUCHNER et Rapp (60) pour La fabrication d’une Levure de conservation, nous avons traité le mycélium levurien déshydraté et préparé comme nous l’avons indiqué au début de ce chapitre, d’après la technique suivante:
Dans un flacon de 50 ce à large ouverture, bouché à l’émeri, 3 g de mycélium déshydraté ont été macérés dans 15 cc d’Acétone et le tout agité mécaniquement pendant 10 minutes. La macération a été ensuite portée sur un petit filtre de Iéna et le solvant a été filtré par aspiration aussi rapidement que possible. On répète ensuite l’épuisement acétonique par une nouvelle agitation pendant 10 minutes. On sépare le solvant de la même façon ; le résidu sur le filtre est repris avec 10 ce d’Ether et agité pendant 3 minutes. On procède à la séparation de l’Ether ; on lave une seconde fois à l’aide de 20 ce d’Ether et on dessèche finalement à la température du laboratoire. Nous avons tenu à effectuer
PRIT 4 Res
ces manipulations aussi rapidement que possible en sauvegardant surtout les temps de macération.
Le résidu levurien ainsi obtenu a été finement pulvérisé et nous avons utilisé 1 g chaque fois pour rechercher et doser éventuellement les Lipases. Les manipulations et la marche de l'expérience ont été celles indiquées au début de ce chapitre.
Nous avons chaque fois utilisé un témoin, en employant la même suspension cellulaire, mais sans Huile d'olive. Nous exprimons dans les tableaux 13 et 14 les résultats ainsi obtenus. Chaque série d'expériences a été complétée par une série supplémentaire témoin, renfermant les résidus levuriens naturels non soumis au traitement acétono-éthéré.
Dans une autre série d'expérience, nous avons tenté d’hydrolyser les lipides levuriens idiogènes avant le dosage du pouvoir lipasique proprement dit. À cet effet, nous avons encore eu recours à 1 g de mycélium déshydraté, que nous avons introduit dans le mélange habituel d’activateurs et de catalyseurs des dosages lipasiques, sans addition d’Huile d'olive. La suspension a été ajusté à pH — 8,5 à 9,0. Ces mélanges sont agités pendant 30 minutes, ensuite portés pendant 2 heures à 370 ; on répète l’agitation encore pendant 30 minutes pour mesurer le pH et rajuster si c'est nécessaire à la concentration ionique initiale. Pour effectuer nos expériences, nous avons chaque fois eu recours à une solution de NaOH N afin d'éviter l’augmentation inutile du volume de liquide en expérience.
Nous avons continué ces manipulations dans l’ordre indiqué pendant 2 jours et les essais ont été disposés à 37° pendant la nuit. Après ce laps de temps, les pH étaient sensiblement stabilisés au moins pendant une durée de 7 à 10 heures, suivant nos contrôles.
Deux mélanges réactionnels de même origine et de composition identique ont chaque fois été mis en expérience en introduisant dans l’un 3 ce d’'Huile d'Olive neutre et en utilisant l’autre comme témoin. Le pH a été chaque fois contrôlé et réajusté si c'était nécessaire et le dosage des Lipases a été pratiqué selon la technique indiquée au chapitre V. Nous rapportons les résultats de ces analyses dans les tableaux n° 15 et 16, où nous donnons également les résultats d’un essai témoin effectué avec le même résidu levurien, mais non traité préalablement.
TABLEAU N° 13 Dosage des Lipases à partir de 1 g de mycélium desséché de Candida lipolytica en présence d’Huile d'Olive ce NaOH N/I10
l Levures épuisées Age des cultures par Acétone-Ether
Essai | Témoin | Différ.
2 semaines | 4 semaines 0,96 0,54 0,42 0,62 | 0,45
2 semaines | 4 semaines | - | 1,07 |
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Interprétation:
Comme il ressort de nos expériences, l'épuisement du mycélium au moyen du solvant organique est insuffisant pour extraire les substances grasses des cellules levuriennes. En plus, le traitement au moyen d’Acétone et d’Ether semble conditionner une certaine inactivation des Lipases ; ce fait peut s'expliquer par la dénaturalisation des substances protéiques, faisant partie intégrale des enzymes lipasiques.
Le traitement des cellules levuriennes au moyen de Lessive de soude réalisé avant la mise en marche des techniques de dosage, amène une stabilisation de la concentration ionique de la suspension enzymatique en expérience. Mais les Lipases semblent fortement affaiblies à la suite de ce traitement de 2 jours et de l’hydrolyse consécutive, ce qui peut être dû à une destruction partielle, soit à l’apparition de produits de dégradation inhibant leur action.
Les méthodes que nous avons ainsi mises en œuvre ne nous ont pas donné les résultats favorables pour résoudre le problème envisagé, c'est-à-dire d'éliminer l'action des Lipases levuriennes sur les Lipides propres à ces Levures. On pourrait donc se contenter du dosage sommaire de l’action lipasique de ces résidus cellulaires levuriens non traités préalablement, en tenant compte que les valeurs expérimentales établies par l'hydrolyse de l'Huile d'olive sont déficientes par rapport au pouvoir lipasique réel, qui s'exerce en même temps et spécifiquement sur les lipides idiogènes apportés par le substrat levurien lipasique même.
Nouvel essai de purification des Lipases levuriennes :
Après les recherches antérieures effectuées pour obtenir les Lipases levuriennes à un état de pureté plus poussée, nous avons repris une dernière série d'expériences. Nous avons antérieurement constaté que la purification au moyen d’une solution hypertonique de Chlorure de sodium était probablement nuisible aux Lipases. En nous basant sur les expériences de MARTI, nous avons repris ces études, en modifiant les techniques de la façon suivante:
Des cultures ont été effectuées sur jus de pomme de terre glycériné à 3 % et employées à l’âge de 2 semaines, optimum de temps d’après nos constatations antérieures. Ces cultures ont été centrifugées et le liquide nutritif soigneusement décanté. Le résidu cellulaire d’un grand nombre de boîtes de Roux a été réuni : nous en avons prélevé pour l’expérience proprement dite 100 g pour chaque Champignon, qui ont été triturés au moyens de 10 ec d’Acide sulfurique normal. La macération est introduite dans un flacon à deux tubulures et additionnée de 500 ce de Xylol. Le tout est agité en faisant passer en même temps un courant de gaz carbonique. L’agitation a duré 30 minutes. On laisse reposer ensuite en atmosphère d’Anhydride carbonique pendant 2 heures, puis on centrifuge dans un grand centrifugeur pour décanter finalement lextrait toluénique ; celui-ci est mélangé au même volume d’Ether de pétrole et après agitation déposé pendant la nuit en flacon soigneusement bou-
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ché dans la glacière. On décante par soutirage les solvants surnageant ; on ajoute encore sur le résidu 700 ce de Xylol, on agite et on laisse reposer pendant la nuit à la température ordinaire. La phase limpide liquide surnageante est décantée par siphonage et. on continue la purification une troisième fois au moyen d’Ether de pétrole. La suspension résiduelle est centrifugée, le précipité ainsi obtenu est encore lavé deux fois au moyen d’Ether de pétrole et celui-ci décanté par centrifugation. La phase solide qui s’est déposée est partagée en deux fractions, l’une pour l’examen direct du pouvoir lipasique, l’autre a été reprise dans du Sirop simple pour le contrôle de la conservation dans ce solvant, en rapport avec les travaux de Marri. Nous exprimons dans les tableaux suivants les résultats ainsi obtenus.
- Dosage des Lipases purifiées à partir de 1 g de Mycélium humide de Candida lipolytica.
cc NaOH N/10
Suspension levurienne Extrait éthéro-toluénique frais dans le Sirop simple, âgée de 4 semaines
Essai | Témoin | Différence Essai | Témoin | Différence
TABLEAU N° 18 Dosage des Lipases purifiées à partir de 1 g de Mycélium humide de
Trichosporon pullulans
ce NaOH N/10
Suspension levurienne dans le Sirop
Extrait éthéro-toluénique frais - Sr :
simple, âgée de 4 semaines
Témoin | Différence Essai Témoin | Différence
Interprétation :
Nous avons effectué ces expériences sur chaque fois 4 séries de résidus levuriens, et nous avons exprimé la moyenne de 2 expériences chaque fois dans les tableaux ci-dessus. Il est bien entendu que tous ces essais ont été effectué en sauvegardant les manipulations et la marche des analyses indiquées antérieurement. On peut ainsi se rendre compte que la purification des Lipases levuriennes peut être obtenue par épuisement alternatif au moyen de Xylol et d’Ether de pétrole dans une atmosphère
dépourvue d'oxygène. Le résidu mycélien ainsi obtenu a un pouvoir lipasique fortement accru, se chiffrant proportionnellement à environ 200 % de celui dû au résidu non purifié.
On constate d'autre part que l’activité de ces Lipases peut être maintenue en suspension de sirop simple et qu’une grande partie des Lipases entre en solution glucosée ou saccharosée après purification. Pour terminer, nous insistons sur l'influence nuisible de l'air, de l’eau pure et de la chaleur, comme il ressort de ces expériences en comparaison avec celles effectuées antérieurement où nous sommes parti de mycélium levurien préalablement déshydraté et desséché à l’air et à la chaleur.
Nous eroyons ainsi avoir pu apporter une contribution utile à l’étude et à l'isolement des Lipases levuriennes., qui. comme celles des Bactéries acido-alcoolo-résistantes. se rapprochent par leurs propriétés singulièrement des Lipases isolées de plantes supérieures.
CONCLUSIONS GÉNÉRALES
Nous avons eu l'occasion d'étudier dans ce travail deux organismes levuriformes asporogènes lipolytiques. Nous avons étudié leurs propriétés en général et leur pouvoir lipolytique en particulier.
Dans le premier chapitre. nous avons donné un essai de définition sur le terme « Levures » et un aperçu général sur le grand groupe des organismes levuriformes. Ces Champignons ont été étudiés au point de vue de leurs caractères différentiels : ce fait nous a permis d'envisager une discussion sur leur classification, qui est basée surtout sur leur aspect morphologique, microscopique et macroscopique et leur comportement physiologique.
Dans le deuxième chapitre. nous avons essayé de donner un aperçu général aussi complet que possible sur les Lipases, leur constitution, leur origine et leur position dans la classification des ferments. d’après les conceptions les plus récentes.
En relation avec nos travaux personnels, nous avons décrit succinctement dans le chapitre suivant les principes des différentes méthodes pouvant être utilisées pour le dosage du pouvoir lipasique. Il s’agit des techniques alcalimétrique, manométrique, néphélométrique, électrométrique, stalagmométrique, et finalement dilatométrique.
Dans la deuxième partie de notre travail, qui a trait à nos travaux personnels, le premier chapitre est réservé à l’étude des organismes levuriformes lipolytiques : nous donnons tout d’abord les différentes méthodes pour étudier les caractères de ces Champignons. Nous donnons ensuite les détails sur les propriétés des Levures lipolytiques établis par des auteurs danois, tout récemment, pour les comparer aux deux organismes que nous avions à notre disposition. De ces recherches nous nous sommes cru en droit de conclure à l'identité de nos deux organismes répondant aux caractères de Candida lipolytica, Harrison et Trichosporon pullulans, Lindner.
Nos expériences au sujet du pouvoir lipolytique qualitatif de nos deux Champignons étaient nettement positives d’après la méthode d’ErJk- MANN. Au cours de ces recherches, nous avons pu constater que l’addition du Carbonate de calcium difficilement hydrosoluble était inutile pour mettre en évidence l’action lipolytique de ces Champignons, étant donné la formation spontanée de savon calcaire à partir des graisses par l'emploi d’un milieu de jus de pomme de terre glycériné à la place du milieu semi-synthétique de Gorodkowa.
Les deux derniers chapitres de notre travail ont surtout trait au dosage des Lipases élaborées par nos deux Levures. À ce sujet, elles ont été
toujours cultivées dans le milieu liquide au jus de pomme de terre glycériné de J. MEYER. La méthode ionométrique qui a été mise au point antérieurement au cours des travaux de FURRER, SCHÂR et MARTI, a été employée pour réaliser ces expériences quantitatif. Le but de notre travail résidait également dans l’étude des caractères propres et différentiels des Lipases de nos deux organismes. De ces travaux nous nous croyons en droit de formuler les conclusions suivantes:
Les Lipases levuriennes ne sont guère solubles dans le liquide nutritif ambiant et ne nous semblent pas exogènes. Cette constatation a pu être vérifiée aussi bien par l'emploi de l’Huile d'olive que de la Tributyrine comme substrat-réactif du pouvoir lipasique. D'autre part, l'augmentation du taux de Glycérine de 3 à 10% dans le milieu de culture n’influence aucunément la diffusion des Lipases dans la phase culturale aqueuse.
Les Lipases levuriennes ne peuvent pas être mises en solution par l'emploi d’une solution de Chlorure de sodium hypertonique. Elles sont également insolubles dans une solution hydro-glycérinée composée de 4 parties de Glycérine et de 6 parties d’eau. En partant d’un résidu levurien déshydraté et traité antérieurement par une solution concentrée de Chlorure de sodium, le pouvoir lipasique n’a plus pu être retrouvé dans une macération sucrée formée par 6 parties de sucre et 4 parties d’eau. Cette technique cytolytique en solution hypertonique et déssiccation consécutive ne permet pas d'isoler les Lipases levuriennes.
A l’inverse de ce que nous avons constaté avec le liquide cultural, nous avons pu mettre en évidence une action lipolytique nette du résidu mycélien séparé par centrifugation ou filtration ; la lipolyse se manifeste d’une façon plus prononcée chez le Trichosporon pullulans que chez Candida lipolytica. En ce qui concerne l’optimum du pouvoir lipolytique par rapport à l’âge de la culture, nous avons pu établir indubitablement que celui-ci se trouve dans les cultures âgées de 2 semaines. Dans les cultures plus âgées les propriétés lipolytiques sont en nette régression. Quant au substrat-réactif, lHuile d'olive se prête beaucoup mieux que la Tributyrine au contrôle des Lipases de nos deux Levures.
Au cours de nos expériences nécessitant l’emploi du résidu mycélien de nos Levures pour le dosage lipasique, nous avons pu constater que l’action lipolytique s’exerce dans nos conditions expérimentales, non seulement vis-à-vis de substrat-réactif (Huile d'olive), mais également sur les substances lipidiques propres aux cellules levuriennes. Les résultats quantitatifs établis par notre méthode ne doivent donc pas être considérés comme des valeurs absolues, mais comme plus ou moins déficientes.
Le traitement des résidus mycéliens au moyen d’Acétone et d’Ether précédant le dosage des Lipases ne permet pas d’éluer les lipides idiogènes de ses cellules. Ces solvants occasionnent d’autre part une inactivation partielle des Lipases. La méthode de dosage du
pouvoir lipasique inhérent aux cellules levuriennes n’est nullement améliorée par ce procédé.
L’ajustement préalable de la suspension lipasique réactionnelle à un pH de 8,5 à 9,0 et le maintien permanent de cette concentration ionique par addition de Lessive de soude, stabilise finalement celle-ci, de façon à ce que le pH ne se modifie plus en absence d'Huile d'olive ou de Tributyrine, employés comme substratréactifs dans le dosage proprement dit, mais les Lipases semblent ainsi fortement affaiblies à la suite de ce traitement de 2 jours et de l'hydrolyse consécutive des produits métaboliques. Ces processus peuvent amener soit une destruction partielle des Lipases, soit l’apparition des produits de dégradation inhibant teur action.
La purification des Lipases levuriennes peut être obtenue par épuisement alternatif, au moyen de Xylol et d’Ether de pétroie dans une atmosphère dépourvue d'oxygène. Le résidu mycélien ainsi obtenu a un pouvoir lipasique fortement accru, se chiffrant proportionnellement à environ 200 % de celui dû à la masse levurienne résiduelle non purifiée. Nous avons d’autre part constaté que l’activité’ de ces Lipases peut être maintenue dans le Sirop simple et qu’une grande partie des Lipases peut entrer en solution dans celui-ci après purification. L'influence de l’air, de l’eau pure et de la chaleur est nuisible à la conservation de ces Lipases levuriennes naturellement endocellulaires.
Nous croyons ainsi avoir pu apporter une contribution utile à l’étude et à l'isolement des Lipases levuriennes qui, comme celles des Bactéries
acido-alcoolo-résistantes présentent une parenté plus étroite avec les
Phytolipases qu'avec les Zoolipases. Nous espérons que nos recherches
apporteront un chaînon utile dans ce domaine et contribueront à élucider le problème des ferments lipolytiques et du métabolisme de ces organismes infiniment petits.
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