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L’OXYDATION DE L’ACIDE PYRUVIQUE CHEZ LA LEVURE
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INTRODUCTION

Si l'on réunit 'ensemble des données enzymatiques connues actuellement chez la
levure (Saccharomyces cerevisiae), on peut penser que I'acide pyruvique est oxydé par
la suite des réactions:

ac. pyruvique — acétaldéhyde - ac. acétique —» acétyl-coenzyme A —
— cycle des acides tricarboxyliques.

On connait, en effet, chez cet organisme les enzymes catalysant les 4 réactions de cette
chaine réactionelle: ac. pyruvique décarboxylase!.2, acétaldéhyde deshydrogénase3.?,
acétyl-CoA-kinase? ¢ et enzyme de condensation”.

I’intensit¢ de la fermentation alcoolique, caractéristique de la levure, suggire
¢galement cette voie métabolique. D’autre part, LEMOIGNE et coll.® ont montré que
I'alcool s’accumule pendant la croissance sur glucose, méme dans des conditions
d’oxygénation bien assurées.

Si ces arguments sont en faveur du chemin via 'acétate libre, il y a cependant
quelques indications indirectes suggérant l’existence d'une voie métabolique oxyda-
tive, ne comprenant par I'acétate libre.

EaToN ET KLEIN® observent que les cellules jeunes d’une souche de S. cerevisiae
sont capables d’oxyder plus vite le glucose que 'acétate. D’autre part, LINNANED
a isol¢ de la levure un systéme capable d’oxyder le pyruvate dans des conditions
olt acétate ne 'est pas.

Des travaux concernant le métabolisme d'une levure trés particuliére, du genre
Breltanomyces (B. bruxellensis), indiquent aussi que les chemins d’oxydation du glucose
et de I'acétate ne sont pas compris enticrement dans une méme voie métabolique!!.
On observe, chez cette levure, que la croissance sur un milieu glucosé produit des
organismes pauvres en acéto-CoA-kinase et que ceux-ci oxydent trés lentement 'acé-
tate. La vitesse d’oxydation de I'acétate et 'activité kinasique peuvent étre fortement
accrues par croissance sur éthanol ou acide acétique. En appliquant a cette levure le
principe de ladaptation simultancée (séquentielle)!?, il semble que on ne puisse iden-
tifier le métabolisme de Facide acétique & un fragment contenu intégralement ni dans
le métabolisme du ghicose, ni dans celui de Tacide pyruvique,

Etant donné I'importance des travaux concernant le métabolisme général de la
levure, nous avons cru bon de reprendre le métabolisme du pyruvate, en ¢tant guidés
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par les travaux de ces quelques derniéres années, réalisés sur tissus animaux!'®1! et
bactériess-17.

Dans ces cas, on a en effet démontré I’existence de plusieurs mécanismes d’oxyda-
tion de l’acide pyruvique qui ne passent pas par le stade acide acétique libre.

On pourrait donc supposer que le systéme de décarboxylation oxydative est
également présent chez la levure'®. L’oxydation directe de l'acétaldéhyde en acétyl-
coenzyme A, qui ne fut observée jusqu’d présent que chez Escherichia colil® et
Clostridium Kluyveri®, constitue encore une autre possibilité.

MATERIEL ET METHODES
1. Microorganismes

Un grand nombre d’essais ont été effectués avec de la levure de boulangerie commerciale
(Levure Royale, Bruges), obtenue réguliérement aprés un maximum de trois jours aprés sa
fabrication.

Lorsque les cultures ont été réalisées au laboratoire, elles ont été faites, soit avec cette mémnie
levure isolée en culture pure, soit avec la levure ‘Yeast Foam’’ issue du laboratoire du Dr. L.INDE-
GREN, ou encore avec un mutant ‘‘petite colonie” de cette derniére, provenant du laboratoire du
Prof. EPurUss13*.

2. Cultures

Le milieu de culture est le suivant:
KH,PO, 2-107* M; CaCl, 1078 M; citrate de fer 10™¢ M; MnSO,-H,0 5-107%> M; Extrait de
levure (Yeast Extract Difco) 3.5 g/l; (NH,),SO, 2+ 1072 M; MgSO,-7H,0 10-* M; ZnSO,4-7H,0
1074 M; CuSO,-H,O 5-107% M; glucose 30 g/l

La culture anaérobique est réalisée a 30°, dans un flacon de 10 1 rempli de ce milieu, et
ensemencée par une culture de 250 ml. Un passage d’azote pendant les premiéres heures de culture
élimine l'air restant; une soupape de Bunsen empéche toute rentrée d’air. Les cellules sont con-
stamment maintenues en suspension dans le milieu par agitation magnétique. Nous récoltons
environ 55 g de levure, poids humide, aprés 2o h pour 300 g de glucose.

3. Préparations de fractions

30 g de levure sont broyés au mortier avec 70 g de corindon pendant 5 min. Ce broyat est
repris dans 30 ml d’une solution de lactose 0.5 M, tamponnée par du phosphate de potassiumo.1 M
a pH 7.3. Une centrifugation d’une minute & 5,000 g élimine le corindon et une grande partie
des cellules entiéres. Le surnageant est centrifugé pendant 1o min a 10,000 g; le culot contient des
cellules entiéres et les parois cellulaires.

L’extrait exempt de cellules est trés riche en particles (granules) visibles au microscope a
contraste de phase. Cet extrait ““total’’ a été employé lors du dosage d’activité des diverses frac-
tions protéiques chez la levure de boulangerie.

La centrifugation de cet extrait a 140,000 g, pendant 30 min, donne un surnageant limpide S
et un culot. Celui-ci est remis cn suspension dans la méme solution de lactose tamponnée et est
centrifugé a nouveau.

Le surgnageant S et le culot de granules lavés G remis en suspension ont servi tels quels a
des tests qualitatifs, et, aprés précipitation au sulfate d’ammonium, aux tests quantitatifs.

Toutes les opérations se font & une température inférieure a 4°.

4. Prépavation des enzymes

Les extraits, surnageant ou granules, sont dilués 4 40 ml par de 'eau bidistillée. On y ajoute
1 mg de glutathion et 2 mg de ribonucléase. Les préparations sont maintenues 1 h a4 température
ordinaire. On procéde, ensuite, aux précipitations au sulfate d’ammonium, en chambre froide. Les
précipités sont dissous et, au besoin, dilués suivant la nécessité des résultats de cinétique enzy-
matique, dans du tampon o.t M aux phosphates de K 4 pH 7:3 contenant 0.1 mg/ml de glutathion.

5. Dosage de I’acétyl CoA

11 a été effectué suivant TaBor?!. L’acétyl CoA formé est capté par acétylation enzymatique
de la paranitroaniline, dont le spectre d’absorption est modifié.

* Ce mutant nous a été donné par le Prof. H. CHANTRENNE, et a été testé en cultures en boites
de Pétri sur un milieu contenant glucose (1%/,,), acétate (1 %), extrait de levure Difco (0.5%), ol
il donne des colonies minuscules comparées aux colonies normales produites par la levure Yeast
Foam originale.
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L’enzyme d’acétylation est préparé suivant cet auteur; son activité a été contrélée en
utilisant I'oxydase pyruvique de coeur de porc, et I'acéto-CoA-kinase de levure obtenue suivant
JoKEs et coll.22 en se limitant a la seconde précipitation au suifate d’ammonium.

Dans nos conditions de travail, la longueur d’onde ou la différence entre les coefficients
d’absorption molaire de la p-nitroaniline et de la p-nitroacétanilide est maximum, est 390 my;
les mesures ont été effectuées a cette longueur d’onde.

6. Définition de l'unité d’enzyme

Nous prenons comme unité d’enzyme, la quantité d’enzyme qui cause un changement de
densité optique, dii & la p-nitroaniline, a 390 my, de 0.1 en 100 sec, dans les conditions de travail
signalées plus loin (rapporté a 1 ml et pour un trajet optique de 1 cm).

Cette chute de densité optique correspond a la consommation de 7.2- 1073 gmol. de p-nitro-
aniline par ml.
7. Dosages divers

Le dosage des protéines est fait par la méthode du biuret; celui de l'acétoine sulvant
WESTERFELD,

8. Produits et firmes

PyruvatedeNa . . . . . . . . . ..+ ... E. Merck
Acétaldéhyde . . . . . . . . .o Lo L L. E. Merck (redistillée)
Paranitroaniline . . . . . . . “E.Merck
Diphosphopyridine nucleotlde (DPN) e C. F. Boehringer & Soehne G.m.b.H.
Cocarboxylase (TPP) . . . e Schwarz Laboratories
Coenzyme A (CoA) . . . . . . . . . . . . .. Pabst Laboratories
Glutathion (GSH) . . . . . . . . . . . . .. S.A F. Hoffmann — La Roche Co. Ltd.
Acétyl méthyl carbinol . . e L. Light & Co. Ltd.
2,3-dimercaptopropanol (BAL) e e Fluka
Corindon No. 80 mesh/pouce . . . . . . . . . Carborundum Co.

RESULTATS

1. Dosage de Dactivité de Doxydase pyruvigue dans diverses fractions
protéiques de la levure de boulangerie

Pour cet essai, nous employons l'extrait ““total’’ (méthode 3). Cet extrait, dilué a 40 ml,
est traité comme suit:

porté & 209, sat. en (NH,),S0,

"4 N
précipité éliminé surnageant amené a 75 Y%, sat.
¥ N
précipité (X) surnageant éliminé

Le précipité (X), dissous dans du tampon aux phosphates de K a4 pH 7.3 con-
tenant 0.1 mg GSH/ml, nous donnait un test positif d’oxydase pyruvique. Aprés
un traitement & la ribonucléase (méthode 4), il est fractionné suivant HAGER ET
GUNSALUS?:

de oa 369% de saturation en sulfate ammonium

de 36 & 48% (A)

de 48a 60%

de 60 a 100 % (B)

Ces diverses fractions sont testées et dosées en la présence, reconnue favorable
(Tableau I), d’'une quantité déterminée {0.1 mg prot.) de la derniére fraction (B), qui
contiendrait, suivant les auteurs précités?® %, la déshydrogénase lipoique. D’autre
part, des essais sont effectués sans pyruvate, sans CoA et sans DPN. L’enzyme d’acéty-
lation seul, avec cofacteurs et substrat, ne donne pas de formation d’acétyl CoA.
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TABLEAU 1
ACTIVITES DE L'OXYDASE PYRUVIQUE AY COURS ID’UN FRACTIONNEMENT

l.es mesures sont effectuées, en cuvettes de 1 cm de longueur et 0.3 cm de largeur, au spectrophoto-

métre Beckman D. U., 4 la longueur d’onde de 390 myu. Le systéme complet contient: Tampon

aux phosphates de K pH 7.3, 0.1 ml (100 umol.); MgCl,, o.or ml, (2 umol.}; CoA, o.05 ml (0.1

pmol.); DPN, o.05 ml (0.4 umol.); GSH, o.05 ml (10 pmol.}; TPP, 0.02 ml (0.2 yumol.); Pyruvate

de Na, 0.05 ml (5 ymol.); p-nitroaniline, 0.05 ml (0.05 pumol.); Enzyme d’acétylation, o.15ml
(1.1 mg de protéine); Fraction (B), 0.02 ml (0.1 mg prot.).

Fraction Quantité en Vitesse Activité
9, satur. Additions Ad.o. o unitésjmg
S. Amm. il wmg prot. At sec. X1 prot.
36 4 489% (A) 0.02 0.030 complet 0.20 400
0.04 0.060 complet 0.40
0.04 0.060 sans fract. B 0.36
0.04 0.060 sans pyruvate 0.00
0.04 0.060 sans CoA 0.14
0.04 0.060 sans DPN 0.06
oa369% 0.02 0.036 complet 0.14 222
0.06 0.108 complet 0.40
48 a 60 Y, 0.08 0.240 complet o o
60 a 100% (B) 0.02 0.100 complet o o

Vu ces résultats, nous utiliserons désormais la fraction protéique précipitant entre
20 et 75 % de saturation. Cette fraction contient suffisamment de la fraction (B) pour
réaliser des vitesses proportionnelles aux quantités d’enzymes. (Voir la Fig. 1.)

2. Dosage de Uoxydase pyruvique dans la fraction soluble S et la fraction
granulaive G de la levure de boulangerie

S et G sont dilués et traités comme exposé ci-dessus (voir méthodes).

Un premier précipité, faible, obtenu & 20 9, de saturation, est éliminé. On emploie
la fraction protéique précipitée entre 20 et 75 % de saturation en sulfate d’ammonium;
elle contient la majorité des protéines des fractions.

La Tig. 1 est un exemple des cinétiques obtenues, permettant I'évaluation de la
teneur en enzyme d’'une fraction.

0.800
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2 Y~ (000)
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“w \x \O\
b
- ~ \0\0

L X

20600 ~ (©16)
o

0.500} \
x\x(o.za)

1 H -l
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Fig. 1. Vitesse de réaction en fonction des quantités d'enzyme. Les conditions expérimentalesont

¢t¢ données en Iégende du Tableau I. @ — @ 0.082 mg de protéines (0.04 ml). Fraction G. Vitessc

o.10. O— QO 0.124 mg de protéine (0.06 ml). I'raction G. Vitesse 0.16. x — X 0.165 mg de protéines
(0.08 ml). I'raction G. Vitesse 0.23.
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Les résultats sont exprimés dans le Tableaun II.

TABLEAU II
REPARTITION DE L’OXYDASE PYRUVIQUE

Conditions semblables a celles données au Tableau 1.

id ! Quantité o
Fraction Unités/mg totale prot. Activité
prot. fotale
en mg
S I.3 232.5 295
G 0.8 31 25

3. Comparaison dg la levure normale et d’un mutant ““petite colonie”

Les fractions sont obtenues comme il a été décrit aux méthodes.
Les résultats sont donnés dans le Tableau III.

TABLEAU III
REPARTITION DE L’OXYDASE PYRUVIQUE CHEZ UNE LEVURE NORMALE ET SON MUTANT

Conditions: voir Tableau I.

Quantité

Souche . Unités/mg Activité
Yeast Foam Fraction prot. wt’:rlf ’5 ;‘”' fotale
Normale S 0.6 136 86
Normale G 2.9 16 57
Mutant S 0.5 139 73
Mutant G 1.5 25 39

4. Effet de Déthanol et de Dacétaldéhyde sur Dactivité de Uoxvdase pyruvique

Absence d’acétaldéhyde déshydrogénase lide au Coenzyme A

a. Ethanol. En substituant 5 pumol. d’éthanol au pyruvate, nous n’observons
aucune formation d’acétyl CoA, mais une augmentation rapide de la densité optique a
340 mu nous indique la présence d’alcool deshydrogénase dans notre préparation.

L’addition ultérieure de pyruvate (Sumol.) a cet assai ne nous donne une forma-
tion d’acétyl CoA, & vitesse égale & celle de la réaction témoin, qu’en présence d'une
quantité¢ 2.5 fois plus grande de DPN+.

I.'inhibition s’explique donc facilement par I'utilisation du DPN+ due a l'action
de T'alcool deshydrogénase.

b. Acélaldébyde. La substitution d’acétaldéhyde (5 pmol.) au pyruvate, n’apporte
aucune formation d’acétyl CoA, ni de variation dans la quantité présente de DPN
toutefois, I'addition ultéricure de pyruvate (5 pmol.) & cet assai ne nous donne aucune
formation sensible d'acétyt Col

La présence simultanée d'alcooldeshydrogénase (levure) et d’aldéhyde déshydro-
génase (foie de pigeon) dans notre essai, explique —et le calcul le confirme —que, en
présence d’acétaldéhyde, la quantité de DPN+ se maintient sensiblement constante,
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L’action inhibitrice de I’acétaldéhyde peut s’expliquer'’># par son action com-
pétitive au niveau d’un intermédiaire du type “aldéhyde TPP>’ pour former de Pacé-
toine (acétyl méthyl carbinol). Le dosage de ce composé confirme cette explication
{(voir Tableau IV); on a tenu compte d’un témoin sans acétaldéhyde, ainsi que de
I’acétoine présente dans un distillat d’acétaldéhyde. On voit que la quantité d’acétoine
produite en présence d’acétaldéhyde correspond i la quantité d’acétyl CoA formé
dans le témoin.

Ceci nous montre aussi que la réaction: aldéhyde — acétyl CoA est probablement
absente chez la levure.

TABLEAU IV
FORMATION D’ACETOINE EN PRESENCE D’ACETALDEHYDE

Les tubes A et B bouchés mis & incuber pendant 1 h A 30°, contiennent 1 ml de la fraction de

levure S et les quantités de cofacteurs et de substrats décrites au Tableau I multipliées par 10. Le

tube A contient en plus 100 gmol. d’acétaldéhyde. Le volume est porté & 1o ml dans chaque tube
avant les mesures et le dosage de ’acétoine.

Acétyl CoA formé Acétoine produite

Essais pmol.[10 ml pmol.[10 mi
A [} 1.7
B 0.3 1.0
Acétaldéhyde 100 umol. en
distillation / 0.3
0.3 0.4

5. Réle de U'acide lipoique

Les travaux de PETERsS?”.28 montrant I'inhibition du systéme d’oxydation du
pyruvate par les ions arsénites (et notamment la Lewisite) et la réversion de cette
inhibition par les composés dimercaptols, sont a l'origine de la mise en évidence du
role fondamental de 1'acide lipoique dars ce systéme enzymatique (GUNSALUSY:25).

0700k
. (016)
0.600¢ Ny AsO0;z 2-1072 pmol.
v T~
& 0500} ~.(009) .
2 . BAL2:6-107 mol.
] ~.
¢ 04001 ~.
£ ~
(5] -
& . (0a7)
& 0.300f g
N
0.200r ~.
0.100F
660 35060 3600

Temps en secondes

Fig. 2. Inhibition par les ions arsénites et réversion de cette inhibition par le B.A.L. Les conditions
expérimentales ont été données en légende du Tableau I.
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. s s . Ad.o. s 1, .
La Fig. 2 montre une réaction de vitesse 0.16 (z—o X 103) inhibée par 1'addi-
t sec

tion de 2-10~2 pmol. d’arsénite (concentration finale 4-10~% M) la vitesse est alors
réduite a 0.09.

L’addition ultérieure de 2.6-107! umol. de B.A.L. (2,3-dimercapto-I-propanol)
(concentration finale 5-107%)]) léve completement cette inhibition, la vitesse est
ramenée 4 0.17.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats précédents montrent que le systéme d’oxydation pyruvique découvert
par SCHWEET et coll.33:14 et KORKES!® et analysé par GUNsALUSY, existe également
chez la levure.

Chez Saccharomyces cerevisiae, ce systéme est doublé de 'oxydation passant par
létat d’acide acétique libre et l’activation de celui-ci liée & I’ATP et au CoA. Il faut
remarquer que, dans ce dernier cas, la formation d’acétyl CoA nécessite la dépense
d’une molécule supplémentaire d’ATP. Un autre systéme capable de former l'acétyl
CoA, sans dépense d’ATP, 'acétaldéhyde deshydrogénase liée au CoA?°, n’a pas été
détecté. Alors que l'on peut montrer que chez certaines levures (Brettanomyces
bruxellensis) la quantité d’acéto-CoA-kinase varie avec les conditions de culture, chez
Saccharomyces cerevisiae les deux systémes formateurs d’acétyl CoA sont permanents,
y compris chez la levure ayant crii en anaérobiose. Il est possible qu'une étude, qui ne
se limiterait pas aux races de Saccharomyces cerevisiae utilisées en boulangerie, mais
qui inclurait les levures utilisées dans les divers types de fermentation alcoolique, tels
que la distillerie, les fermentations des vins et des biéres, ainsi que les levures a
métabolisme ‘“oxydatif”’, pourrait avantageusement se baser sur ces données. Une
telle étude permettrait, peut-étre, de localiser au niveau enzymatique, les différences
physiologiques qui déterminent leur emploi, leur habitat et leur classification.

Quelques commentaires doivent étre faits en ce qui concerne I'oxydase pyruvique
dite “soluble” et “‘granulaire”. Il faut interpréter les données en tenant compte de ce
que les préparations comportent une opération de broyage difficile & contréler et qui
peut, de fagon variable, entrainer le passage a I’état soluble d’une fraction d’un enzyme
primitivement contenu dans les éléments granulaires (NossaL?). Ceci peut expliquer
également la difficulté qu’il y a 4 obtenir de bonnes respirations dans les préparations
de mitochondries chez cet organisme et le role primordial de la technique de prépara-
tion des fractions.

LINNANE et coll.’®, avec une préparation de mitochondries de levure de boulan-
gerie comparable a notre fraction G, obtient une oxydation du pyruvate correspondant
approximativement a 0.3 pmol. de pyruvate consommé en 1.000 sec/mg de protéine.
Nous obtenons ici des valeurs d’acitivité enzymatique pour la fraction G correspondant
a des consommations de ’ordre de 0.1 2 0.2 umol. de pyruvate. La présence de ’oxydase
pyruvique donne une explication a l'observation de LINNANE que les suspensions de
granules ne sont pas capables d’oxyder I'acétate dans les systémes ol le pyruvate est
oxydable: des travaux en cours dans ce laboratoire indiquent que I'acéto-CoA-kinase
est un enzyme en majeure partie soluble ; des granules obtenus par rupture des cellules
au moyen d'ultra-sons retiennent cependant de 10 4 20 9% de cet enzyme?.

La présence de I'oxydase pyruvique, aussi bien dans les mutants & respiration
déficiente (ou dans une levure normale récoltée aprés croissance anaérobique) que
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dans la levure cultivée industriellement en aérobiose, peut étre interprétée par le role
fondamental que représente I'acétyl CoA dans les syntheses effectuées par le cycle
des acides tricarboxyliques®®-32, ou par la condensation glyoxylique?®:3! ou encore dans

la formation des acides gras.
Alors que ce travail était sous-presse, nous avons eu connaissance de celui de
Hoizer ET GOEDDEY, qui aboutit & des conclusions en partie semblables aux nétres.
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RESUME

1. Un mécanisme de décarboxylation oxydative directe (oxydase pyruvique), semblable a
celui décrit chez Escherichia coli et Stveptococcus faecalis, est mis en évidence dans la levure de
boulangerie.

2. Ce systéme enzymatique est présent dans les fractions solubles et granulaires. Il est
également présent dans une levure ayant crii en anaérobiose ainsi que dans son mutant a déficience
respiratoire.

3. L’action de I’éthanol et de I'acétaldéhyde, des ions arsénites et d'un composé dimercaptol
est considérée.

4. La signification et I'importance de ce systeme sont discutées.

SUMMARY

1. The presence of a pyruvic oxidase in yeast has been demonstrated. This system is similar
to that described for Escherichia coli and Strveptococcus faecalis.

2, This system is present both in the soluble and in the granular fraction. It is also present
in yeast after anaerobic growth and in a mutant produced by respiratory deficiency.

3. The action of ethanol, acetaldehyde, arsenous ions, and a dimercaptol, has becn studied.

4. The significance of this system is discussed.
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INFLUENCE COMPAREE DU CHLORURE DE SODIUM
ET DU TWEEN 8o SUR L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE LA
CARBOXYPEPTIDASE A DU PANCREAS

JULIE ILABOUESSE

Laboratoire de Chimie biologique, Faculté des Sciences (Paris)

Diverses investigations'~? concernant linfluence de la force ionique sur l'activité
enzymatique de la carboxypeptidase A du pancréas ont montré que I'activité de cet
enzyme croit avec la force ionique du milieu, jusqu’a ce que celle-ci atteigne une
valeur de 0.5, et ce, quel que soit le sel présent: a partir de cette valeur, il n’y a plus
de modification de I’action enzymatique. D’autre part, il a été constaté? que les sels
pouvaient étre remplacés par le Tween 80*, substance tensioactive constituée par un
dérivé polyoxyalkylénique d’un ester monooléique du sorbitane. Dans ce cas, comme
d’ailleurs dans le cas des électrolytes, l'effet activateur est d’autant plus marqué que
Ienzyme est plus dilué: on a vu en effet que, lorsque les concentrations de la carboxy-
peptidase sont de lordre de quelques dixiémes de pg/ml, la vitesse de la réaction
enzymatique en absence de sel et de Tween 8o n’est pas proportionnelle a la quantité
d’enzyme présent; laddition au mélange réactionnel, soit de chlorure de sodium
0.5 M, soit de 0.05 % de Tween 8o rétablit la proportionnalité tout en accroissant la
vitesse d’hydrolyse du substrat?. Il est a remarquer a ce sujet que ni les sels, ni le
Tween 8o n’inhibent la dénaturation thermique de I’enzyme en solution diluée, alors
que le Tween 80, mais non les sels, protége I’enzyme contre la dénaturation de surface.

Il ¢tait done intéressant de comparer les constantes cinétiques et thermo-
dynamiques liées a ’hydrolyse d’un substrat convenable, en présence des substances

* Atlas Powder Company, Wilmington, Delaware, Etats-Unis.
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