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On connait un certain nombre de microorganismes incapables d'utiliser les sucres 
comme aliment carbon6. Ce sont des bact~ries comme les Moraxdta ou des flagel163 
appar tenant  k" des groupes divers et poss~dant ou non de la chlorophylle: Euglena et 
Astasia (Eugl6niens), Polytoma, Chlorogonium et Hyalogonium (Chlamydomonadines). 
Les flagell~s synth6tisent tous des r6serves glucidiques figur6es: paramylon chez les 
Eugl6niens, amidon chez les autres, dont ils sont trbs abondamment  pourvus k certains 
stades de l'6volution des cultures et qui diminuent ou mSme disparaissent ~ d'autres. 

Le probl6me de la synth~se et de l 'utiIisation des polysaccharides par un micro- 
organisme incapable d'utiliser les sucres se trouvait  pos& Nous avons 6tudi~ de ce point 
de rue  le flagell~ Polytomdla coeca. Nos r~sultats ont ~t~ exposes dans une note pr~limi- 
nairO. Polflomella est un flagell6 sans chlorophylle, n s e  d6veloppe en culture bact6rio- 
logiquement pure dans des milieux synth6tiques avec un sel d 'ammonium comme aliment 
azot6, de l'acide ac~tique ou de l '6thanol comme aliment carbon6 6nerg6tique, les sels 
min~raux habituels et deux facteurs de croissance, le m6thyl- 4 fl-hydro,xy6thyl-5 
thiazole et la m6thyl-2 amino-4 aminom6thyl- 5 pyrimidine 2. I1 poss~de la propri6t6 de 
se multiplier bien entre PH 3 .0 et 8.o s, propri6t6 pr6cieuse qui a.d6jk 6t6 mise ~t profit 
pour l 'examen d'un certain nombre de'probl~mes 4. 

Aucun sucre ne peut remplacer l'acide ac~tique ou l '6thanol pour la nutrition car- 
bon6e. En particulier, n i le  glucose, n i le  maltose, ni le saccharose, ni le  tr~halose ne sont 
utilisables. Des essais pour obtenir des mutants  utilisant les sucres ont ~chou~. Dans des 
milieux pauvres en aliment carbon6, par  exemple, 6thanol ~. I p. 5000 ou ~t I p. IOOOO, 
c'est la teneur en dthanol qui limite la croissance. Dans ces milieux pauvres, les flagell6s 
restent vivants  pendant plus de 3 mois. Si un mutan t  capable d'utiliser un glucide 
apparaissait dans un milieu pauvre additionn6 de glucose, il y aurait multiplication 
abondante. Nous n 'avons jamais observ6 ce ph6nom~ne. II n 'est  naturellement pas 
possible d'exclure son existence, mais l 'on peut dire que la probabilit6 de l 'apparition 
d 'un mutant  utilisant les glucides est faible. Enfin, du glucose ajout6 ~t des cultures en 
voie de d6veloppement en pr6sence d'6thanol ne disparalt pas. 

L'incapacit~ d'utiliser les glucides pour la nutrition est donc absolue. Comment les 
flagell~s synth6tisent-ils l 'amidon, et comment l'utilisent-ils s'ils sont incapables de 
m6taboliser les glueides. Tel est le probl~me qui va  8tre examin6. 
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TECHNIQUE 

Le  mil ieu s u i v a n t  a 6t6 util is6: su l fa te  d ' a m m o n i u m  i g, SO4Mg + 7 H i O  o.x g, P O 4 H t K  
o.5 g, ac6 ta te  de s o d i u m  I g, 6 thano l  3 ml, t h i a m i n e  o.oi  rag, eau  bidistfl',6e x 1, soude  pou r  PH 7.o- 
Apr&s st6ri l isat ion on  a jou te  du  fer sous  forme de c i t ra te  ferr ique,  st6rilis6 ~ par t ,  pour  ob~enir une  
concen t r a t ion  finale de xo mg[1. 

On  uti l ise pour  l ' a l imen ta t ion  carbon6e un  m61ange d ' ac6 ta t e  de s o d i u m  et  d ' 6 t h a n o l  afin q u e  
le PH ne s'61oigne pus  t rop  de la neutra l i t6 .  Le PH a u g m e u t e  en effet  n o t a b l e m e n t  lorsque l ' a l i m e n t  
carbon6 es t  represent6  pa r  de l ' ac6 ta te  de s o d i u m  - -  l ib6rat ion d ' ious  N a -  - -  e t  d i m i n u e  lo r sque  
l ' a l imen t  carbon~ es t  repr~sent~ pa r  de l '~ thauol  pa r  sui te  de la l ibera t ion  non  compens~e  des  ions  
S O ~ - -  de l ' a l imen t  azot~. Avec  le m~lange  utilis~, il n ' y  a pus  de va r i a t ion  i m p 3 r t a u t e  du  PH, e t  il 
n ' e s t  pa s  n$cessaire de t a m p o n n e r  le milieu.  Seuls des  mi l ieux  acides p ~ u v e n t  d 'a i l l eurs  ~tre t ~ m p o u n ~ s  
e t f icacement  s ans  inconvSnient .  Les  flagell~s ne  s u p p o r t e n t  pus  une  concen t r a t i on  de p h o s p h a t e  
M]25 ~ PH 7 .o alors qu ' i l s  se d~veloppent  ~ PH 4 .6 dans  des  mi l ieux  r e u f e r m a n t  des  p h o s p h a t e s  ~t 
concen t r a t ion  M/3. 5. 

T A B L E A U  I 

V A R I A T I O N S  D E  L A  R ] ~ S I S T A N C R  A U  P H O S P H A T E  E N  R E L A T I O N  A V E C  L E  PH 
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Les  p h o s p h a t e s  ut i l is6s s o n t  t ous  des  p h o s p h a t e s  R.,4 .L. ou Merck, qual i t6  S6rensen ou " p o u r  a n a l y s e " .  

L ' e n s e m e n c e m e n t  es t  effectu6 avec  20 ml  d ' u n e  cu l ture  j eune  d a n s  des bal lons  r e n f e r m a n t  4 
l i t res de mil ieu a6r6s pa r  ba rbo tage  d 'a i r  et  m a i n t e n u s  ~ 24 °. Le ba rbo tage  doi t  ~tre m6nag6  au  d6bu t  
afin de ne  pus  d iminue r  t rop  la t ens ion  de CO 2. D a n s  ces condi t ions ,  on ob t i en t  en  3 jours  des  cu l tu res  
tr~s abondan te s .  Celles-ci son t  cent r i fug6es  duns  une  cen t r i fugeuse  SHARPLESS. A g rande  vi tesse,  les 
flagell6s 6clatent .  L a  p~.te blanch~.tre es t  broy~e avec  du sable  fin lav~. Le  b r o y a t  es t  mis ,  s u i v a n t  
les cas,  en suspens ion  duns  u n  t a m p o n  de p h o s p h a t e  M/Ioo  ou de c i t ra te  M[5o de PH 7 .0. Une  p remiere  
cen t r i l uga t ion  ~t faible v i tesse  61imine avec le culot  les gra ins  d ' a m i d o n  e t  des  d6bris  cellulaires.  Le  
l iquide t rouble  qui  su rnage  es t  cent r i fug6 g 12 ooo tours  duns  une  cen t r i fugeuse  angu la i re  e t  le cu lo t  
r emis  en  suspens ion  duns  u n  t a m p o n .  

MISE EN ]~VIDENCE D 'UNE PHOSPHORYLASE 

Les preparations enzymatiques sont additionn~es d 'un tampon de phosphate et 
d 'amidon soluble. La concentration en phosphate est donn6e darts le Tableau I I .  La 
concentration finale en amidon est de 2 ~t 5 mg/mL On constitue un t~moin sans amidon. 
Les tubes additionn~s de toluene sont plac6s au bain-marie k 24 °. Apr~s traitement par  
l'acide trichlorac~tique, le phosphate mineral est dos~ par  la m6thode de FISKE ET 
SU~BARow 5. Le Tableau I I  montre les r~sultats de quelques experiences. On voit qu'il  
y a disparition du phosphate mineral en presence d'amidon. 
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TABLEAU II 
DISPARITION DU PHOSPHORE MINI~RAL EN PRt~SENCE 

D'AMIDON 

A B C 

Enzyme t6moin* 47.5 58.5 49.5 
Enzyme + amidon 37.5 52.5 39 

P mindral en/~mol/ml. 
* L~t teneur en P mindral dans les pr6parations t6moins est identique au d6part et "& la fin de 

l'exp~rience. 

RECHERCHE DU GLUCOSE-I-PHOSPHATE 

Nous avons donc cherch6 £ met t re  en 6vidence le glucose-l-phosphate.  I1 n 'est  pas 
possible d'61iminer des pr6parations brutes le phosphate  min6ral par  le rdactif ammo-  
uiaco-magn6sien car le glucose- l -phosphate  est copr~cipit& 

Nous avons doric utilis6 la technique de LE PAGE et UMBREIT, variante compor tan t  
la pr6cipitation par  l '6thanol, au premier stade, des sels de Ba. Si les op6rations sont 
r6p6t~es, la plus grande partie du P min6ral est 61imin6e. Le surnageant ,  apr~s la derni~re 
centrifugation destin6e ~ 61iminer le sulfate de B a r y u m  est amen6 ~ P~i 8.2 avec de la 
potasse et le sel de K de l 'acide glucose-I-phosphorique pr6cipit6 par  l 'alcool est s6ch6 
sous vide. 

L 'hydro lyse  par  C1H M k IOO ° (et non M/Io  ainsi qu ' i l  a 6t6 imprim6 par  erreur dans 
notre note pr61iminaire) lib~re du phosphate  min6ral. L 'hydro lyse  est complete en 7 mi- 
nutes. Elle lib~re aussi un  sucre r6ducteur  qui a 6t6 identifi~ au glucose par  la forme 
cristalline de son osazone et aussi par  l 'act ion sp6cifique de la glucose-oxydase (notatine). 
Le dosage a 6t6 effectu6 par  la m6thode de KEILIN ET HARTREE 6 a la notat ine et par  la 
m6thode de SOMOGYI. Le tableau suivant  montre  que les deux techniques donnent  des 
r6sultats identiques et que le glucide et le phosphate  sont en quantit~s sensiblement 
~qui-mol6culaires. 

TABLEAU II I  
DOSAGE DU GLUCOSE ET DU PHOSPHORE DANS D E U X  H Y D R O L Y S A T S  

(#mol/ml) 

Glucose: mdthode de SOMOGYI 
Glucose: m6thode de KEILIN ET HARTREE 
P min6ral* 

A 

2.05 
2.o 4 
1 . 8 6  

13.7 

12.8 

* Apr~s soustraction du P mineral trouv~ avant hydrolyse: A o.15; B 1. 7/zmol. 

Le compos~ isol6 h part i r  des preparat ions pr~sente donc les propri~t6s suivantes:  
sels de Ba soluble k PH 8.2 et pr~cipit6 par  4 vol. d'alcool. Pas de prScipitation par  le 
r~actif ammoniaco-magn~sien (apr~s purification). Hydrolyse  complete en 7 minutes 

i0o ° par  C1H M. Presence de glucose et de phosphate  en quantit~s ~quimol~culaires. 
I1 s 'agit  donc bien de glucose-i-phosphate.  

En  presence de glucose- i -phosphate  (pr~par~ avec la phosphorylase de la pomme de 
terre suivant  la technique de HANES) et de dextrine comme amorce, les preparat ions 
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en'zymatiques lib~rent du phosphate mineral. Les preparations n'ayant pu ~tre d~barras- 
s~es des traces d'amylase, la synth~se d'amidon n'a pu ~tre raise en ~vidence. Notons 
aussi qu'il n'apparalt pas de sucres r~ducteurs au cours de la liberation du P mineral. 
I1 nous paralt fort vraisemblable que l'action de la phosphorylase de Polytomel~a comme 
celle des phosphorylases classiques ~tudi~es par W. KIESSLING 7, C. S. HANES 8 et par 
C. F. CORI, G. SCHMIDT ET G. T. CORI 9 est r6versible. 

ESSAI DE PURIFICATION DE L'ENZYME 

a) La preparation est trait~e par le sulfate d'ammonium au tiers de saturation. Le 
surnageant reste actif. Par contre, l'activit~ passe dans le culot apr~s precipitation par 
le sulfate d'ammonium k demi-saturation. 

b) Si la preparation est centrifug~e dans une centrifugeuse angulaire de SERVALL 
IZOOO tours par minute pendant io minutes, la fraction active est dans le culot. 

L'enzyme est li6 ~ des granules qui sont visibles au microscope, mais que nous n'avons 
pas identifies. 

Cette centrifugation ~limine la plus grande partie d'une amylase que nous n'avons 
cependant pas pu, m~me apr~s centrifugations r~p~t~es, ~liminer des granules contenant 
la phosphorylase. D'autres essais de purification n'ont pas ~t~ tent~s. 

REMARQUES SUR L'AMYLASE 

Les pr~parati0ns d'amylase dans un tampon citrate M/2o ne donnent pas de sucre 
r~ducteur en 2 h aux d~pens de l'amidon, mais uniquement des dextrines. Par contre, 
les preparations maintenues 2 4 h sous toluene en l'absence de.phosphate mineral 
montrent une l~g~re activit~ r~ductrice. Le sucre, qui est vraisemblablement du maltose, 
n'a pas ~t~ identifi& On sait que le maltose n'est pas utilis~ par PolytomelJa coeca. Si donc 
la, ou les amylases intervenaient seules dans l'utilisation de l'amidon, leur action abouti- 
rait ~ un glucide qui serait perdu pour les flagell~s en culture bact~riologiquement pure. 
II est fort probable que l'amylase, ou des amylases, interviennent dans les premiers 
stades de l'utilisation des grains d'amidon, et que les dextrines produites au d6but de 
l'attaque sont phosphoryl~es et donnent du glucose-l-phosphate avant que le stade 
glucide r~ducteur ne soit atteint. 

DISCUSSION 

On connatt jusqu'ici deux voies de biosynth~se de ramidon: par la phosphorylase 
classique (C. HANES, C. ET G. CORI) et par l'amylomaltase (J. MONOD ET A. M. TORRIANIIO). 
Ces deux enzymes repr~sentent d'ailleurs conform~ment aux id6es exprim~es par 
DOUDOROFF, BARKER ET HASSID II et par A. M. TORRIANI ET J .  MONOD 12 des trans- 
glucosidases. 

Le d6faut de rutilisation du maltose et des autres disaccharides permet d'exclure 
l'hypoth~se d'une synth~se de l'amidon chez PolytomeUa par une amylomaltase ou par 
un enzyme du m~me type. L'existence d'une phosphorylase suffer ~. rendre compte de la 
synth~se du polysaccharide. 

Admettons que cette phosphorylase soit responsable de la synth~e de l'amidon 
chez le flagell~. Deux questions restent pos~es. 
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I. Pourquoi les /lagell~s sont-ils incapables d'utiliser les glucides et, en particulier, le 
glucose? Si les flagell6s poss6daient une hexokinase et une phosphoglucomutase, ils 
seraient bien entendu capables de synth6tiser le glucose-l-phosphate. L'absence de ces 
deux enzymes, ou d'un seul d'entre eux, suffit tt expliquer le d6faut d'utilisation du 
glucose. Nous avons en tous cas constat6 que l'hexose-diphosphate mis en pr6sence de 
pr6parations enzymatiques du flagell6 n'est pas attaqu~. 

2. Comment les /lagell~s synth~tisent-ils le glucose-~r-phosphate? Cette question est 
actuellement tt l'6tude. L'hypoth~se la plus simple est celle d'une synth~se par conden- 
sation aldolique sous l'influence d'un enzyme, d'acide dioxyac6tone-phosphorique et de 
D-ald~hyde-glyc6rique. L'existence de cette r6action chez les levures a 6t6 d6montr6e 
par les recherches d'OTTo MEYERHOF 13. 

Quoi qu'il en soit, le flagell6 Polytomella coeca, comme beaucoup de flagell~s avec 
ou sans chlorophylle, synth6tise de l 'amidon e t e s t  incapable d'utiliser les glucides. Le 
glucose n'apparalt  donc pas comme un m~tabolite interm~diaire oblig6 entre les aliments 
carbon6s min&aux ou organiques et les polysaccharides. Des organismes peuvent 
synth6tiser l 'amidon et l'utiliser sans que le glucose apparaisse dans ce cycle autrement 
que sous forme phosphorylde. 

R~SUM~- 

x. Le flagen6 PolytomeHa coeca synth~tise et  utilise l 'amidon. Ce flagell6 est incapable d'utiliser 
les glucides pour son aliment~tion carbon~e. 

2. Le flagell6 poss~de une phosphorylase: du glucose-x-phosphate a 6t6 isol6 ~ par t i r  de pr6pa- 
rat ions enzymatiques additionn6es d 'amidon soluble et  de phosphate  min6ral. 

3. Le probl~me de la synth~se du glucose-x-phosphate n ' a  pas 6t6 r~solu. 
4. Des organismes peuvent  synthStiser l 'amidon et  l 'utiliser sans que le glucose apparaisse dans 

c e  cycle au t rement  que sous forme phosphoryl6e. 

SUMMARY 

L The flagellate Polytomella ¢oeca synthesizes and utilizes starch. This flagellate is unable 
to utilize the  sugars for its carbon-nutri t ion.  

2. The flagellate contains a phosphorylase. Glucose-x-phosphate has been isolated from enzyme 
preparat ions to which soluble s tarch and mineral phosphate were added. 

3- The problem of the  synthesis of glucose-x-phosphate has not  been solved. 
4- Organisms exist, which can synthesize and utilise starch, glucose appearing in the cycle only 

in phosphorylated form. 

ZUSAMMENFASSUNG 

z. Der Flagellat Polytomella ¢oeca baut  St~rke auf und verwendet  sie. Dieser Flagellat  ist 
unf~hig, die Zucker fiir seine Kohlenstoff-Nahrung zu verwenden. 

2. Der Flagellat enth~lt  eine Phosphorylase: Glucose-I-phosphat wurde aus Enzym-Pr~pa- 
ra ten  isoliert, zu denen 18sliche Stltrke und mineraiisches Phospha t  zugegeben worden waren. 

3. Das Problem der Synthese des Glucose-x-phosphats ist noch ungel0st. 
4. Es gibt Organismen, welche St~rke aufbauen und abbauen  kÙnnen, ohne dass Glucose in 

diesem Zyklus erscheint, ausser in phosphorylierter  Form. 
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