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Recherches sur le facteur de croissance
contenu dans le germe de ble.

Par W.-H. Schopfer, Privat-docent ä l'Universite de Geneve.

Manuscrit re§u le 20 septembre 1932.

Le germe de ble constitue une source de vitamines ä laquelle
le physiologiste fait souvent appel. II est riche en vitamines hydro-
solubles, B 1 et B 2, ainsi qu'en liposolubles, A et D. II constitue
d'autre part l'une des matieres les plus avantageuses pour l'obtention
de la vitamine E, antisterilite.

Dans de precedentes recherches (1930—1932), nous avons montre
qu'un champignon, Phycomyces blakesleeanus, est extroinement
sensible ä un facteur dont nous avons suppose la nature vitaminique. Sur
un milieu rigoureusement synthetique, agarise, la croissance est faible
et la sexualite ne se manifeste que faiblement, parfois pas du tout.
Si ä ce milieu, on ajoute le facteur auquel nous faisons allusion, le
developpement vegetatif est intense, parfois decuple; la sexualite se
manifeste d'une faijon si forte qu'il se forme plus de 1000 zygotes,
alors que le temoin n'en produit aucune ou que tres peu. Le facteur
incrimine se trouve joint ä certains echantillons de maltose du
commerce, reputes cependant parfaitement purs: on peut le separer de ce
sucre; on l'obtient egalement k partir de la levure et de ses divers
extraits; sans qu'il nous ait ete possible de l'obtenir k l'etat pur, nous
avons pu le concentrer et preciser quelques-uns de ses caracteres :

nature probablement azotee, grande thermostability adsorbabilite
complete par le noir animal.

Dans le present travail, nous chercherons ä preciser la nature
de ce facteur en faisant appel k une autre source : le germe de ble
dans lequel nous supposons que ce facteur existe.

Obtention du germe de ble pur. Preparation
des divers extraits.

Nous partons de l'ensemble des deehets obtenus ä partir des
premiers cylindres de la minoterie. Cet ensemble est constitue par des
debris divers, glumes, sons, quelques gruaux, des semoules et surtout
des germes, que l'on reconnait aisement par les taches grasses qu'ils
produisent sur le papier lorsqu'on les ecrase avec le doigt.

Par des tamisages successifs, en utilisant des etamines ä mailles
de dimensions variees, nous obtenons tout d'abord les germes et les
materiaux plus petits; un nouveau tamisage nous permet d'obtenir
oresque exclusivement les germes.
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Une quantite connue de ces derniers est placee dans de l'eau
distillee et portee k l'autoclave (120° pendant 10 minutes). Apres
filtration sur coton, l'extrait obtenu, epais et trouble, est traite avec de
Fether, ce qui enleve une grande partie des lipides. L'adjonction de
4 a 6 volumes d'alcool k 95° precipite une grande partie des protides:
apres filtration, le liquide obtenu, clair legerement jaunätre, est
concentre sous le vide; l'elimination totale de l'alcool permet de revenir
au volume primitif; le liquide est alors jaune plus fonce (jaune oere
dore); nous y ajoutons un volume d'ether, ce qui permet de le de-
graisser completement et en meme temps assure sa conservation (ä
l'abri de Fair et de la lumierej.

Parfois, nous avons procede ä l'elimination des lipides au debut,
sur les germes sees, au Soxhlet. Les memes operations que prece-
demment amenent ä l'extrait aqueux cite plus haut. Les matieres
grasses obtenues, apres elimination de l'ether constituent une huile
jaune verdätre, epaisse, qui sera utilisee egalement (extrait gras).

Dans un cas nous avons extrait le facteur actif au Soxhlet ä
l'alcool absolu, et ä partir des germes sees et degraisses. Dans un
autre cas, nous sommes partis de la polissure de riz, traitee de la
meme fa§on que le germe.

L'espece utilisee est le Phycomyces blakesleeanus Bgff., n° 7 (+)
et n° 4 (—) de la collection du Professeur Burgeff. Dans un cas, nous
nous sommes servi de deux souches (+ et —) envoyees par le
Professeur Blakeslee.

Le milieu utilise est celui de Coons : maltose puriss. 10 g. %>, aspa-
ragine 0.50 a 1 g. %o, MgSO4 0.50 g. °/oo, KH2P04 2 g. %o, agar tres
pur 3 g. °/oo. Le milieu est sterilise pendant 15 minutes ä 115°, avec
l'extrait de germes de ble. Un temoin, prepare exactement dans les
memes conditions que les autres experiences, indique si le milieu sans
extrait est reellement inactif. Un temoin est valable avant tout pour la
serie ä laquelle il est joint et avec laquelle il a ete prepare.

Les ensemencements se font avec des souches fraichement repi-
quees; l'äge de la souche, son etat d'epuisement et de degenerescence
ont une grande importance sur la marche des experiences qui, ne
l'oublions pas, doivent etre comparees entre elles.

Les experiences se font k la lumiere et ä 18—20°, dans des vases
de Petri, avec 50 cc. de milieu.

Les auteurs qui voudront repeter nos experiences devront le faire
avec les memes souches et en suivant exactement les conditions in-
diquees. Des details tels que la dose d'asparagine ou d'agar peuvent
modifier completement une experience. Les caracteristiques observees
sont le developpement vegetatif et surtout le nombre et l'etat des

zygotes. Les chiffres indiques dans les tableaux se rapportent au nombre
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de zygotes. Le nombre maximum de copulations, pour une culture
faite dans les conditions indiquees, est atteint apres 8 ä 15 jours.
Pour chaque experience nous indiquerons la dose exacte et la provenance

du glucide utilises.

Experience 1.

Extrait aqueux simple, total, non degraisse,
protides non precipites.

50 cc. d'extrait correspondent ä 50 g. de germes sees. Les quan-
tites d'extrait sont ä rapporter ä 50 cc. de milieu.

Asparagine : 0.5 g. %o.

tömoin '/a 1 2 4 cc. d'extrait

6"jour 0 40 25 150 300
9« > 0 750 500 700—720 650—700

Experience 2.

Comme 1., mais protides precipites par l'alcool;
10 cc. d'extrait correspondent ä 50 g. de germes sees. Cet extrait
contient 0.225 g. de residu sec, soit 0.00225 g. par V« de cc. Cette
quantite minimum est ajoutee ä 50 cc. de milieu, ce qui fait 0.000045 g.
de substances seches par cc. de milieu.

temoin V« V« 1 2 cc. d'extrait

6s jour 0 54 350 250—300 200
9" » 0 650 800—850 700—750 650—700

Action extreme incut forte dejä k partir de Vi» de cc. Dans les
deux experiences, mycelium aerien presque nul pour les temoins, de
plus en plus dense jusqu'ä la quantite max. d'extrait utilisee.

Les lignes de zygotes sont denses, larges; toutes les zygotes ne sont
pas encore noires et completement formees.

Experience 3.

Le precipite de protides, obtenu ä partir des germes
degraisses, est conserve et seehe ä l'exsiccateur, sans avoir ete l'objet
d'une purification. Les quantites indiquees sont ä rapporter ä 50 cc.
de milieu.

MOme milieu que pour 1 et 2.

temoin V1» V.» 4/iog. de precipite

6s jour 0 4 25 100
9" > 0 325 550-600 700
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Le precipite a done entraine avec lui une petite quantite de fac-
teur actif, peu certainement, car il ne faut pas oublier que nous ajou-
tons ici une substance solide. Pour obtenir le mbme effet que 1Uo de

cc. d'extrait contenant 0.000045 g. de residu sec, il faut ajouter dans
l'experience 3 environ 0.3 g. de substance seche. II est done probable
que ce n'est pas le protide lui-meme qui est actif. D'ailleurs un lavage
prolonge avec de l'alcool dilue le rend presque inactif.

Experience 4.

Extrait degraisse; protides precipite s.

Residu sec 9.88 g. %>, soit-.pour 1/io cc. ajoutes ä 50 cc. de milieu :

0.0001976 g. par cc. de milieu.
Maltose Merck pur crist. 8 g. %>.

Asparagine 0.5 g. %>.

temoin > 1 cc. d'extrait

9e jour .' 200 700—750 1100—1200

Mycelium aerien beaucoup plus developpe que le temoin, chez le-

quel il est presque nul. Eigne de zygotes extremement dense. Le
nombre de zygotes plus eleve correspond probablement ä une quantite
de substance seche, done de facteur actif plus elevee. Les lipides ne
semblent done pas intervenir. Dans toutes les experiences qui suivront,
les extraits seront prives de leurs lipides et protides.

Experience 5.

Determination d'une limite d'action.
Extrait aqueux ä 2.64 g. %> de substance seche.
Maltose Merck pur crist. 8 g. °/o.

Asparagine 0.5 g. %o.

temoin '/aoo 1/100 '/so '/io cc. d'extrait

5"jour 75 et 134 120 94 190 245

9° » 200 et 260 266 280 450 540

Si le temoin etait ä 0 zygote, nous pourrions considerer comme
limite inferieure, l'experience ä 1hoo cc.; comme ce n'est pas le cas ici,
nous sommes oblige par prudence de prendre l'experience ä 5/ioo cc.
Cette limite pourrait certainement btre abaisse encore ä 3/ioo ou 4/ioo

de cc.
6/ioo cc. d'extrait ä 2.64 g. %o de substance seche, ajoutes ä 50 cc.

de milieu, correspondent ä 0.0000264 g. de substance seche par cc.
de milieu. Cette quantite est bien inferieure ä celle du constituant
nutritif le moins abondant du milieu.
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Maltose 0.08 s
KH2 PO4 0.002 g
MgSO4 0.0005 ff
Asparagine 0.0005 S
Substance de l'extrait 0.0000264 g

par cc.

L'asparagine qui est le constituant nutritif le moins abondant du
milieu et dont de tres faibles variations suffisent pour changer visible-
ment 1'allure de la culture, se trouve done ä une dose presque 20 fois
plus elevee que la substance seche de l'extrait ajoute.

II va de soi que la substance seche de nos extraits est loin de
representer le facteur actif suppose k l'etat pur : les limites inferieures
pourront encore Stre abaissees par une purification plus poussee.

Experience 6.

Action possible d'un element inorganique agissant
comme infiniment petit chimique.

3 g. de germes sees sont calcines. Les cendres sont ajoutees k
50 cc. du möme milieu que pour l'experience 5.

temoin 7>o 5/io g. cendres

9*jour 150 85 130

Mycelium aerien tres faible, beaucoup plus que dans l'experience
precedente.

II ne semble done pas que, dans les limites de precision de cette
experience, une action doive fitre attribute ä un infiniment petit
chimique, en tant naturellement que cette experience garde une signification.

Sans que nous puissions l'eliminer d'une fa§on radicale, cette
hypothese ne sera pas retenue pour l'instant.

Experience 7.

Extraction de la substance active par l'alcool
a b s o 1 u.

Les extraits etaient jusqu'ä maintenant hydro-alcooliques. Nous
essayons d'extraire le facteur actif par l'alcool absolu (99.7°) en trai-
tant au Soxhlet 20 g. de germes sees et degraisses. Le liquide obtenu
est jaune, trouble; l'alcool est ensuite evapore et le residu repris par
l'eau; e'est ce dernier liquide qui est utilise. II peut fitre rendu clair
par l'adjonction d'un peu d'alcool et d'ether. Addition de K cc. d'ex-
trait ä 50 cc. de milieu.

temoin extrait normal extrait Soxhlet alcool

9® jour 0 500 450
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Tres fort mycelium aerien; ligne de zygotes large et dense. Beau-
coup de zygotes avortees.

II semble done possible d'extraire le facteur actif par l'alcool
absolu.

Experience 8.

Action de l'extrait adjoint ä des milieux contenant
d'autres glucides que le maltose.

Extrait ä 9.8 g. 0/o de residu sec. Adjonction de % cc. d'extrait
ä 50 cc. de milieu. •

Glucose Saccharose Lactose Galactose

sans avec sans avec sans avec sans avec

8"jour 110 1000
1200

95 750 7 145 15 100

1 2 3 4 5 6 7 8

En 1, 3, 5 : peu de mycelium aerien.
En 7 : pas de mycelium aerien.
En 2, 4 : mycelium aerien tres dense; ligne de zygotes tres

large.
En 6 : moins qu'en 2 et 4.

En 8 : large ligne de zygotes; presque toutes sont avortees.

Le saccharose et le galactose sont des produits purs Siegfried.
Le glucose est anhydre puriss. Siegfried. Le lactose est puriss. (poids
atomique intern. 360, 192), B. D. H.

On voit done que pour tous les sucres utilises, le milieu etant
complet et azote, l'adjonction de l'extrait produit une tres forte
elevation dans l'intensite des manifestations des affinites sexuelles. Ce-
pendant, on ne peut pour le lactose et le galactose, etablir un rapport
entre les nombres de zygotes apparues sur les milieux avec et sans
extrait; la quantite totale de zygotes est trop faible et peut §tre
comprise dans la limite des variations observables. Nous ne pouvons
done employer pour nos experiences que les maltose, glucose et
saccharose.

Experience 9.

Action de la teneur en asparagine sur l'action
des extrait s.

Extrait ä 9.8 g. de residu sec °/o.

Maltose Merck crist. pur 8 g. %>.

Asparagine 1 g. %o (au lieu de 0.5).
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tömoin V» V» 1 cc. d'extrait

d•00 14 900—950 850—900 1000—1050

Le temoin a un mycelium presque inexistant; aspect caracte-
ristique des cultures avec forte dose d'azote (asparagine), qui, comme
nous l'avons montre, exerce ä partir d'une certaine limite, une action
inhibitrice.

Pour les cultures avec extrait, mycelium extremement dense; elles
sont parmi les plus fortement developpees que nous ayons obtenues

jusqu'ici. L'idee que nous avions precedemment emise est confirmee :

tout se passe comme si l'adjonction de ce facteur actif permet au
champignon de resister a des conditions defavorables; l'inhibition provoquee
par un exces d'azote est non seulement empechee, mais le developpe-
ment vegetatif est plus intense qu'avec une culture ordinaire.

Experience 10.

Adsorption du facteur actif par le noir animal.
Une quantite connue d'extrait est traitee ä ebullition avec du noir

animal puriss. de Merck (lave prealablement plusieurs fois jusqu'ä ce

que les eaux de lavages soient neutres). Le liquide est jaune brun;
lorsqu'il a ete traite, il s'ecoule completement decolore; il est ramene
au meme volume qu'avant le traitement.

Maltose pur crist. Merck 8 g. %.
Asparagine 0.5 g. %o.

traite non traite

tdmoin '/«• 1 cc. tömoin 7io 1 cc.

7e jour
10e »

75
90

Mycelium
veloppe

86
100

a5rien tre

76
96

s peu de-

75
90

Myceliur
Ligne d(

liere.

600-650
900

u aericn tr
zygotes

900—1000
1000—1100

5s dense,

arge et regu-

Comme pour le maltose de Kahlbaum et les extraits de levures,
ie noir animal agit en adsorbant totalement le facteur actif inter-
venant ici.

L'adjonction au milieu de petites doses de noir animal ayant
adsorbe la substance active n'a pas donne de resultats satisfaisants.
De mSme, nous n'avons pu reussir l'elution de la substance. Ce point
sera repris plus tard.
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Experience 11.

Adsorption du facteur actif par la terre ä foulon.
10 cc. d'extrait degraisse sont traites k l'ebullition avec de la

terre a foulon de Poulenc. Apres filtration, l'extrait n'est pas decolore.
Glucose puriss. Siegfried 10 g. °/o.

Asparagine 1 g. °/00.

tömoiii extrait traite extrait non traits

9" jour 0 650 500

Tres fort mycelium aerien; un certain nombre de zygotes avortees
dans la ligne qui est large et dense.

Ce caractere de non-adsorption par la terre ä foulon peut, joint
ä d'autres caracteres, constituer un critere en ce qui concerne l'iden-
tification de notre substance.

Experience 12.

Essai de destruction du facteur actif par les
rayons ultra-violets.

Extrait ä 2.64 g. #/o de residu sec.
Glucose puriss. Siegfried 10 g. %>.

Asparagine 0.5 g. °/00.

Les extraits, degraisses ou non, sont places dans un Petri de
10 cm. (en couche mince) et exposes pendant 1 heure aux rayons
ultraviolets non filtres d'une lampe. Nous n'observons pas de fluorescence
particuliere. Pour compenser l'evaporation, nous ajoutons de temps
ä autre un peu d'eau distillee.

extrait non degraissö extrait ddgraisse

non traite traite non traite traite

10" jour 510 560 500 520

Tres fort developpement vegetatif; ligne de zygotes large et dense;
un certain nombre de zygotes avortees.

Dans les conditions de nos experiences, il n'y a done pas d'action
destructrice des rayons U-V.

Experience 13.

Action de l'extrait aqueux de polissures de riz.
50 g. de polissures sont traitees comme le germe de ble pour ob-

tenir l'extrait aqueux prive de protides et de lipides.
Maltose Merck crist. pur 10 g. %>.

Asparagine 0.5 g. %o.
Les quantites sont k rapporter ä 100 cc. de milieu.
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a) Polissures non traitees, brutes (Souches Blakeslee).

tömoin 0,01 0,02 0,05 g.

10® jour 190 300 300 500—600
350—400

Avec 0.05 g., mycelium aerien plus dense qu'avec les autres termes
de l'experience.

b) Extrait aqueux de polissures (Souches Burgeff).

temoin Vi® V2 1 cc.

9® jour 65 215 1100—1200 1350

Avec 1 cc., le mycelium est tres developpe; la ligne de zygotes
est l'une des plus denses que nous ayons observees jusqu'ici.

Experience 14.

Action de la chaleur sur le facteur actif.
a) Chaleur humide.

Toutes les experiences decrites jusqu'ä maintenant ont ete effec-

tuees avec des extraits chauffes ä 115—120°. pendant 15 minutes; le

facteur actif semble done relativement thermostable.

b) Chaleur seche.

La chaleur seche nous permet de graduer plus facilement la
temperature des diverses experiences. Nous avons utilise le dispositif
suivant : une eprouvette ordinaire, contenant une quantite eonnue de

substance ä etudier, plonge dans un tube plus fort, qui, lui-meme,

baigne dans un bain de paraffine chauffe au degre voulu. Le thermo-

metre plonge dans la premiere eprouvette et est en contact direct
avec la substance; nous pouvons ainsi surveiller tres exactement la

temperature atteinte par la substance elle-meme; parfois, nous faisons

le vide (15 mm.). Pendant les premiers instants de chauffe, le liquide
qui se trouve dans l'eprouvette interne en tres petite quantite, s'evapore

et la chaleur n'agit plus que sur la substance seche. Comme nous sou-

mettons a la chaleur la quantite exacte d'extrait qui sera necessaire

pour un essai, il nous suffit, le temps de chauffe desire etant atteint,
de dissoudre le residu sec dans un peu d'eau et de l'ajouter au milieu
(50 cc.).

Extrait ä 9.8 g. %> de residu sec.

Maltose Merck crist. pur 8 g. °/o.

Asparagine 0.5 g. %o.
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Les milieux subissent encore une sterilisation apres l'adjonction
de l'extrait chauffe.

temoin
sans extrait

tömoin +
1 cc. extrait

130°, 15 min.
(vide)

135°, 10 min.
(vide)

140°, 30 min.
(air)

155°, 30 min.
(vide)

10" jour 12 950—1000 800—850 600 600—650 600

1 2 '< 4 5 6

En 1 : pas de mycelium aerien.
En 2 : tres fort mycelium aerien.
En 3 ä 6 : mycelium aerien assez dense, mais moins que le

2me temoin; ligne de zygotes large, moins que le temoin 2.
Si nous prenons comme unique critere le nombre de zygotes, nous

constatons que, malgre la temperature elevee atteinte, la diminution
d'activite est assez faible : 10 ä 20 % ä 130°, 15 min., et 40 % ä 155°,
30 min. II n'y a pas de difference appreciable entre le chauffage ä
l'air libre et sous le vide.

Comme nos extraits contiennent encore passablement de glucides,
le chauffage produit un brunissement et un debut de caramelisation; le
milieu auquel cet extrait est ajoute est colore en brun; l'experience
n'en est pas modifiee puisque la totalite de la substance chauffee est
redissoute dans l'eau.

Experience 15.

Action des alcalis combinee ä celle de la chaleur.
a) Des extraits de germe de ble et de polissure de riz sont chauffes

pendant 1 heure ä 130° avec leur volume de soude N. Apres refroi-
dissement, neutralisation avec HNO3 concentre. Nous avons choisi
cet acide afin que le sei forme ne soit pas toxique. Avant chaque
experience, la reaction des extraits est soigneusement verifiee.

Glucose puriss. Siegfried 10 g. %>.

Asparagine 0.5 g. °/00.

tömoin
sans extrait

temoin
HNOa+NaOH

dans eau

ble riz

non traitd traite non traits traitd

10» jour 0 0 520 320 500 170

Beaucoup de zygotes avortees dans la ligne qui est large et dense.
Malgre une diminution d'activite, forte surtout pour la polissure de
liz, le facteur actif manifeste encore son influence. On peut done le
considerer comme relativement alcalisable.

b) Des extraits de germe de ble, degraisses ou non, sont chauffes
pendant 20 minutes ä 115°, avec quelques gouttes de soude N. Neu-
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tralisation avec HNO3. Oes extraits sont ajoutes au taux de 1 cc. ä
50 cc. de milieu.

Maltose crist. pur. Merck 8 g. °/o.

Asparagine 0.5 g. °/00.

temoin temoin -|- extr.
tömoin

HN03+Na0H
dans eau

extraits traites

sans extr. non chauffe
non degraisse degraisse

lO jour 65 1200—1250 75 700-750 850—900

La plus forte diminution d'activite atteint l'extrait non degraisse :

41.6 %>, en tenant uniquement compte du nombre des zygotes.
Cette forte thermostabilite ne doit pas nous etonner; on sait que

la vitamine B\ relativement peu thermostable — beaucoup moins que la
B2 et le bios — resiste beaucoup mieux ä la chaleur seche qu'ä la
chaleur humide; la temperature de 120°, en milieu humide, detruit
presque completement le facteur B contenu dans les graines, tandis
que la meme temperature, mais en milieu sec, n'a pas d'action
(Nitzescu 1923).

Experience 16.

Action de l'extrait gras.
Pour terminer le cycle de ces experiences, il est indispensable

d'experimenter 1'action des lipides extraits du germe, qui en est riche.
On sait que ce sont eux qui contiennent la vitamine E, antisterilite.
Notre idee n'est pas d'experimenter 1'action de ce facteur sur % sexua-
lite du champignon, mais bien celle des matieres grasses. L'huile ob-
tenue au Soxhlet est emulsionnee dans le milieu agarise; eile est ajoutee
ä la pipette, legerement ehauffee. apres la sterilisation, afin d'eviter
une saponification, le milieu etant encore tiede. Malgre le brassage,
eile s'accumule en plus grande quantite ä la surface. Au microscope,,
les gouttelettes, irregulierement disposees, sont bien visibles.

Maltose crist. pur. Merck 8 g. °/o.

Asparagine 0.5 g. "/OO.

Les quantites d'huile sont ä rapporter ä 50 cc. de milieu.

tömoin 0,06 0,12 0,24 0,48 cc.

8e jour 16 155 290—300 300 300—320

Ligne de zygotes peu dense: mycelium aerien touffu, surtout dans
les deux dernieres experiences.

II n'y a pas de difference de pH appreciable au cours des
experiences.

Une action favorisante est indiscutable. Devons-nous l'assimiler
ä une action de nature vitaminique II se peut que l'huile obtenue
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au Soxhlet ait entrame avec eile des traces de facteur actif, qui, nor-
malement, doivent se retrouver dans l'eau. Mais nous pensons ici
avant tout ä une action alimentaire directe; il faut se rappeler que
l'huile ajoutee est pure, concentree; la quantite necessaire pour qu'une
action se fasse sentir est beaucoup trop forte, mise en rapport avec
l'effet obtenu, pour que l'on puisse invoquer une action vitaminique;
il suffit de comparer les quantites; avec l'huile, 0.24 cc. de substance
pure donnent 300 zygotes, et avec l'extrait aqueux, Vio de cc., con-
tenant 0.0000264 g. de substance seche, produit 800 zygotes.

Nous considerons done Taction des graisses comme etant de nature
alimentaire, directe, favorisant le developpement vegetatif et par lä
la sexualite. Cette utilisation des matieres grasses est interessante ä

mettre en relation avec le fait que Phycomyces fut signale pour la
premiere fois sur des matieres grasses. Malgre que l'intervention d'un
facteur actif liposoluble ne se justifie pas ici, nous devons tout de
mtime rappeler que Ton parle actuellement d'un bios-lecithine, agissant
sur le developpement des levures (Ide, 1931). Nous avons effectue
un essai p reliminaire en ajoutant a un milieu constitue par 10 g. %>

de maltose Schuchardt crist. pur. et 0.5 g. %o d'asparagine, une petite
quantite de lecithine (provenant du jaune d'oeuf, Kahlbaum). Souehes
Blakeslee.

temoin avec lecithine

10® jour 5 1) 16—17 2) 20

Le temoin a un mycelium souterrain blanc et un tres faible mycelium

aerien. Avec la lecithine, mycelium aerien plus eleve, jusqu'ä
15—20 mm.; coloration legerement jaunätre.

Nous ne constatons pas, dans les conditions de nos experiences,
une action accelerante sur la sexualite.

Experience 17.

Essai de precipitation du facteur actif.
Les techniques de precipitation et d'entrainement du facteur actif

permettent sa concentration; elles sont frequemment utilisees en
Physiologie animale. En ce qui concerne les microorganismes, elles mettent
Texperimentateur aux prises avec une difficulty : la necessite d'eliminer
completement toute trace du corps ayant servi ä la precipitation.
Beaucoup de microorganismes sont extremement sensibles a Taction
de traces de metaux (fer, cuivre, zinc, etc.) et les resultats obtenus
avec une substance active contenant encore une trace de metal,
accelerant le developpement, ou, toxique et Tinhibant, n'ont plus pour nous
de signification precise.
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Nous avons choisi l'acide phosphotungstique, elimine ensuite par
larbaryte.

germes de ble sees
I

-p eau

extrait aqueux total

+ alcool

+ Ether

protides

-> lipides

evaporation de l'alcool
concentration

Y
II extrait aqueux final

I

20 cc. extrait -p 20 cc. acide phosphotungstique 5 %

precipite blanc beige
I

dissolution
I

+ Ba(OH)2

Elimination du precipitef
III liquide actif

filtrat

4- Ba(OH)2 >- prEcipite bleu
Y

IV liquide restant
jaunatre

Les liquides III et IY sont ramenes ä 20 cc.
Le precipite forme par l'acide phosphotungstique ayant entraine

entre autres la substance active est redissous, puis traite par la barvte;
celle-ci decompose le precipite, libere la substance active qui reste en
solution : e'est ce liquide que nous utilisons. Nous recueillons egale-
ment le filtrat, afin d'observer si une certaine quantity de substance
active n'est pas restee en solution.

Dans un premier essai, nous ne trouvons au liquide final presque
aucune activite. Apres une nouvelle tentative, nous obtenons les resul-
tats suivants :

Glucose puriss. Siegfried 10 g. °/o.

Asparagine 0.5 g. "/00.

tEmoin sans
extrait

tEmoin -p extr.
non traitE liquide IV liquide III

V.o 7a 1 2 Vi» 7a 1 2 7.o 7a 1 2 cc.

198 400 480 425 450 254 300 390 500 290 273 400 450

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Kn 1 : faible mycelium aerien; zygotes en ligne tres espacee.
En 2 ä 13 : mycelium aerien dense, ä peu pres egalement partout.
En 6, 7, 10, 11 : ligne de zygotes espacee.
Ailleurs ligne dense.

On voit que le liquide final, obtenu dans les conditions decrites,
possede une certaine activite se manifestant apres 1/io cc.; une partie
de la substance doit btre restee dissoute puisque le liquide 4, obtenu
ä partir du filtrat de la precipitation initiale, est encore actif.

Les temoins, prepares en traitant une solution d'acide phospho-
tungstique par de la baryte, en filtrant, et en ajoutant au milieu le
filtrat, ne donnent pas de resultats.

Analyse des divers extraits.

extrait non traite liquide IV liquide III

residu see 18.2 °/o 4.92 % 0.24 °/o
cendres 0.328 % 0.28 % 0.02 °/o
mat. org 18.872 % 4.64 % 0.220 °/o

Cette precipitation a done permis d'eliminer le 97 % des
substances de l'extrait. Dans l'extrait non traite, les matieres organiques
constituent le 98.19 %, dans le liquide III, le 91.67 %>. Dans nos
experiences, nous commen§ons ä observer une action du liquide III (ä
0.16% de residu sec), a partir de % cc., ce qui revient ä 0.000016 g.
de substance seche par cc. de milieu. Si nous nous rappelons qu'avec
l'extrait non traite nous obtenions une action plus efficace avec
0.0000264 g., nous aurons la preuve que le facteur actif n'a ete qu'in-
completement precipite et que dans le liquide III se trouvent encore
d'autres substances. Les extraits de germes obtenus selon notre me-
thode ont une teinte jaune ocre plus ou moins foncee, selon leur
concentration. Par adjonction d'une base (Ba [OH]2, KOH, NaOH), la
teinte vire au jaune citron, et revient au jaune ocre, mais plus clair,
par addition d'un acide concentre.

La chaleur, l'alcool, l'acide chlorhydrique et acetique concentre
de mime que le ferro-cyanure de potassium acetique n'ont aucune
action; par contre la reaction d'Esbach est positive. La reaction du
biuret est negative, mais celle de Millon et de la ninhydrine sont
fortement positives, de meme que celle de Fehling. Notre liquide
final contient done encore des glucides reducteurs en quantite
appreciable de meme que des protides ou des produits de leur
disintegration.
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extrait non traite liquide IV liquide III
Ninhydrine
Millon
Esbach
Fehling
Phosphore 1

1 Calcination des c
du phosphore ä 1'etat

+ + + + +
++ +

+ + ++
++ +

sndres qui sont reprises pa
de phosphomolybdate, en n

+ +
+ +

0

+
+

r de l'eau aci<

lilieu nitrique

presque nulle
0
0
0
0

ulee; precipitation

Experience 18.

Action vitaminique possible "de quelques amines.
On sait que chez les animaux, certaines substances chimiquement

definies et bien connues, peuvent, dans certains cas manifester une
action de nature vitaminique et se substituer en partie ä une vitamine;
i'histamine en est un exemple : adjointe k un regime carence en vita-
mine B, eile previent chez le rat les troubles nerveux de l'avitaminose
B sans pouvoir empecher devolution cachectique des animaux. La
tyfamine produit chez le pigeon une amelioration temporaire (Lip-
schitz, Abderhalden); la methylamine, la diethylamine, l'oxyethjdamine,
l'isoamylamine sont, selon Abderhalden, sans action. Le betaine ne
produit pas d'amelioration chez le pigeon (Schaumann et Williams);
l'hordenine est sans action (Lipschitz).

Parmi les substances qui n'ont pas d'action sur la levure et qui
ne peuvent se substituer au facteur accessoire du developpement nous
avons : la choline (Abderhalden), la glucosamine (Swoboda), l'histidine
(Swoboda, Abderhalden). Pour plus de details voir : Randoin et
Simonnet, « La question des vitamines », p. 243 et suivantes.

Pour Phycornyces, nous avons ete amene a constater que l'hordenine

n'est pas capable de se substituer au facteur du developpement
de ce champignon. Le fait suivant nous a Oriente vers 1'etude des
amines : observant que certains echantillons de maltose du commerce,
reputes purs, devaient contenir un facteur actif accelerant le
developpement de Phycomyces, et sachant que ces sucres sont obtenus par
hydrolyse de la fecule de pomme de terre par le malt d'orge, nous nous
sommes demande si ce role singulier ne devait pas etre attribue k
l'hordenine qui, comme on le sait, se forme lors de la germination du
grain d'orge.

Dans un travail recent, L. Ronsdorf (1931). etudiant les
conditions de formation des zygotes chez Phycomyces, est amenee ä
constater que I'histamine, « probablement apparentee a la vitamine B »,
peut k dose tres faible et jointe k une quantite süffisante de sucre,

24
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permettre la formation des zygotes. Aucun chiffre n'est indique, si
ce n'est que seules quelques zygotes arriverent ä leur complet deve-
loppement : « es trat eine dichte Reihe von Verknäuelungen auf,
ausserdem Schlingen und einige fertig ausgebildete Zygoten. » La
quantite utilisee etait de 0.05 mg. pour un vase de Petri de 25 cc.,
soit 0.000002 g. par cc. de milieu, quantite extremement faible

Nous avons effectue quelques essais en ajoutant ä des milieux
pauvres et inactifs des petites doses de diverses amines. Celles-ci sont
dissoutes dans de l'eau sterile et ajoutees avec une pipette sterile aux
milieux sortant de l'autoclave. Elles ne subissent done pas Paction
de la chaleur.

a) Histamine.

Maltose pur crist. Merck 8 g. °/o.

Avec ou sans asparagine 0.8 g. %o.

8e jour temoin 0,000025 0,00005
i

0,0001 0,0002 g. par cc.
de milieu

sans asparagine
avec »

105
50

85
50—70

96
70—75

94
55

Serie sans asparagine : zygotes isolees, en file; mycelium aerien
tres tenu et clairseme; aspect typique des milieux sans asparagine

Serie avec asparagine : zygotes en ligne plus large; beaueoup de

zygotes abortives (trop de N '?); mycelium plus developpe que dans
la, serie precedente.

b) Tyramine.
Mgme milieu de culture.

8e jour temoin 0,000025 0,00005 0,0001 0,1002 g. par cc.

sans asparagine 120 130 105 118 113

avec » 165 20 130 35 70

En ce qui concerne ie developpement, memes remarques que
pour a.

c) Ethylendiamine (hydrate).
Maltose pur crist. Schuchardt 8 g. °/o.

Asparagine 0.8 g. °/oo.

temoin 0,00025 0,0005 0,001 0,002 cc. par cc. de milieu

7e jour 50 10 3 0 0

pH. 5 env. 6—6.2 7.5 8 eDv.

1
OO

1

100 01
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Avec 0.001 g., pas de contact entre les deux myceliums qui sont
tres faiblement developpes. Avec 0.002 g. pas de germination. Ail-
leurs un grand nombre de zygotes abortives.

d) Ethylamine.
Glucose puriss. Siegfried 10 g. %.
Asparagine 0.5 g. %o; milieu valable pour e, f et g.

temoin 0.0001 0 001 0.002 cc. par cc. de milieu

10" jour

Partout ti
e) Choline

0 et 4

•es faible m

(chlorhydi

9

ycelium aee

rate).

105

"ien.

0

temoin 0.00002 0.0002 0.0004 g. par cc.

10e jour

Mycelium

f) Glucoss

0 et 4

aerien pres

imine (chloi

0

que nul.

hydrate).

0 0

temoin 0.00002 0.0002 0.0004 g. par cc.

ll6 jour

Mycelium

g) Betai'ne

0 et 4

aerien nul.

(chlorure)

8 2 10

temoin 0.00002 0 0002 0.0004 g. par cc.

10° jour.

Mycelium

0 et 4

aerien nul.

5 0 0

Dans quelques essais nous avons ajoute au milieu de petites quantises
d'hordenine, d'bistidine (base hexonique), de choline, de betaine,

separement, puis ensemble; ces corps ont ete sterilises avec le milieu;
aucun resultat positif.

II semble done bien que dans les conditions de nos experiences,
les amines utilisees sont inaptes ä se substituer au facteur actif auquel
nous avons affaire. Nous ne pouvons done, sur ce point seulement,
confirmer les resultats de L. Ronsdorf. Leur interpretation nous est
d'ailleurs difficile puisqu'aucun chiffre n'est indique. Si l'on songe
«aux quelques zygotes qui se sont completement formees», nous
sommes loin des 1000 ä 1300 copulations ayant donne des resultats sur
nos milieux, alors que le temoin n'en fournit aucune

II est certain que certaines amines peuvent, en quantite süffisante
servir d aliment azote. Un essai tente, en substituant ä l'asparagine
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du sulfate d'hordenine en quantite isoazotee, nous a permis d'obtenir
une culture parfaitement developpee, avec une de nombreuses zygotes.
Mais il s'agit dans ce cas d'une action plimentaire simple et il nous
semble difficile de conferer ä ce phenomene une nature vitaminique.
Nous n'entendons pas par lä nous pronpncer sur la nature chimique
de notre substance active et discuter si eile a ou non la structure
d'une amine : ceci est un autre probleme.

Nous ne pensons pas qu'un examen chimique plus approfondi soit
actuellement indispensable. II nous semble plus interessant de suivre
la voie biologique et de rechercher 1° quelles sont les matieres dont
les extraits sont susceptibles d'agir sur le developpement et la sexua-
lite du champignon, 2° avec quelles autres especes de Mucorinees,
heterothalliques et homothalliques (et peut-etro d'autres champignons!)
ce phenomene d'acceleration de croissance peut-il estre observe. Les
resultats obtenus en ce qui concerne ce dernier point sont deja tres
encourageants.

Si nous comparons les resultats obtenus avec le maltose de Kahlbaum

et les divers extraits de levures, avec ceux que nous a donnes
le germe de ble, nous constatons une identite d'action. D'autre part les
caracteres generaux de thermolabilite, d'adsorption par le noir animal
sont identiques; de meme les limites inferieures d'action sont voisines
pour les divers extraits. II nous semble done plausible d'emettre
l'hypothese qu'il s'agit d'une seule et möme substance, se trouvant en
plus ou moins grande abondance suivant les sources considerees.

Identification du fäcteur actif.
j

Le probleme de la determination des divers elements constituants
du groupe des vitamines B est actuellement l'un des plus difficiles
de la vitaminologie. A part la vitamine B1, dont une formule chimique
qui semble definitive vient d'etre donnee par Windaus et ses colla-
borateurs, aucun autre constituant du groupe n'a ete chimiquement
defini. II faut comprendre dans ce complexe la vitamine antinevritique.
B1, la vitamine antipellagreuse B2, et, si nous adoptons la classification

de L. Random, le facteur d'utilisation nutritive et un facteur
d'utilisation cellulaire que certains auteurs croient repandu; dans cette
classification, la vitamine d'utilisation nutritive serait la B2, celle
d'utilisation cellulaire, la B3, la vitamine antipellagreuse etant ä part. II
faut y joindre encore le bios de Wildiers. ou facteur de croissance de

microorganismes que certains considerent comme appartenant ä la
vitamine de croissance cellulaire; cette derniere serait thermostable
et dans certaines conditions alcalinostable; la vitamine d'utilisation
nutritive serait thermostable mais detruite ä chaud par les alcalis, et
la vitamine B1, thermolabile et detruite egalement par les alcalis.
L. Randoin indique egalement que le caractere d'adsorption par la
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terre a foulon peut aussi constituer un critere : forte pour la vitamine
B1, cette adsorption serait nulle pour la vitamine de croissance
cellulaire.

En presence de ces faits nous ne pouvons que confirmer les
conclusions temporaires auxquelles nous etions parvenu en procedant parelimination : la thermostability de notre facteur et sa resistance aux
alcalis l'eloignent des vitamines B1 et B2 de Randoin, mais le rap-
prochent du facteur d'utilisation cellulaire (ou bios sans que rien
ne nous permette une identification definitive. En ce qui concerne le
bios, Miller (1924) en distingue deux : le bios 1, precipitable par la
baryte, et le bios II, adsorbable par le noir animal, alors que le I
ne l'est pas. Kerr (1928) en distingue deux egalement le a et le ß
bios. Les recherches relatives ä l'identification chimique du bios n'ont
pas jusqu'ä maintenant donne de resultats definitifs. Goy (1921) isole
du milieu de culture de Mucor mucedo (sur milieu de Meyer), une
substance cristallisable et fusible vers 170°, qui, ajoutee ä Aspergillus
niger croissant sur milieu de Raulin, accelere son evolution. Cette
substance resiste ä 130°, pendant \V? heure, ne contient ni azote ni
phosphore et, selon l'auteur, se rapprocherait des vitamines sans pou-voir y gtre assimilee. Ces recherches n'ont pas ete repetees. De nieme,
on a conteste l'activite du produit isole par Eddy, Kerr et Williams
(C5H"N03, pt. de fusion : 223°), (1924). 61 substances diverses ont ete
essayees par divers experimentateurs en ce qui concerne leur activite
sur le developpement de la levure cultivee en milieu artificiel; aucune
ne peut se substituer au bios (cf. Randoin et Simonnet, « La question
des vitamines », 1927, p. 234).

En presence de ces faits, nous constaterons que, tant qu'une
identification chimique ne peut etre faite, aucune assimilation certaine
de notre facteur avec l'un ou l'autre des facteurs dejä connu ou
suppose ne peut etre effectuee. Nous considererons done notre substance
comme un facteur du developpement des Mucorinees (croissance et
sexualite), quitte, si les preuves chimiques peuvent en etre apportees,
a le confondre avec un facteur dejä connu, bios ou autre. Remarquons
simplement que dans l'etat de nos connaissances e'est du facteur de
croissance cellulaire (bios) qu'il se rapproche le plus.

L'action d'un biocatalyseur de fermentation, cozymase, facteur Z
(present dans le germe de ble) ne peut etre invoquee ici. La conclusion

pratique que l'on peut tirer de ces recherches est que pour des
travaux quantitatifs, la purete des produits employes ä la constitution
du milieu doit etre soigneusement examinee. En introduisant, ne fut-ce
qu'une trace d'une substance active jointe ä un sucre, on fait inter-
venir une inconnue qui fausse totalement les resultats des experiences;
ceci peut n'avoir qu'une importance minime pour certaines recherches
dans lesquelles un milieu naturel convient parfaitement, mais au con-
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traire une importance capitate lorsqu'on recherche l'influence de l'un
des constituants du milieu. Dans le cas de la presence d'une impurete,
on ne sait exactement ä l'influence de quel constituant rapporter les
variations observees.

Pour une etude quantitative, nous proposons pour Phycomyces,
ainsi que pour les autres Mucorinees sensibles ä Taction de substances
actives, le milieu suivant :

Maltose ties pur (par exemple celui chim. pur crist. de
Schuchardt) ou tout autre echantillon plusieurs fois
recristallise 8 ä 10 g. °/o

Asparagine 0.5 g. °/oo

MgSO4 0.5 g. »/oo

KH2P04 2 g. »/oo

Extrait concentre de levures (par exemple l'extrait Harris)
ou un extrait prepare dans les conditions indiquees,
ou un extrait de germe de ble 0.005—0.01 g. °/o

En procedant de la sorte, on peut rapporter ä chaque constituant
la part d'action qui lui est due. Si Ton etudie l'influence d'un constituant

mineral, ou d'un glucide, on saura que c'est en presence d'une
quantite donnee d'un facteur actif, que l'on peut assez exactement
doser si Ton part d'extraits qui sont toujours prepares d'une maniere
identique, ä partir des memes matieres.

Conclusions.
Le germe de ble est etudie au point de vue de son action sur la

croissance et la sexualite de Phycomyces.
Ses extraits aqueux se montrent actifs et, ä faible dose, ils acce-

lerent considerablement la croissance et les manifestations des affinites
sexuelles.

Les cendres de germes n'ayant pas d'effet, un element mineral
agissant comme infiniment petit chimique ne semble pas devoir inter-
venir.

Nous pensons qu'il s'agit d'une substance active, de nature vita-
minique, analogue a celle qui doit se trouver jointe ä certains echan-
tillons de maltose pur, et qui se trouve en abondance dans certaines
levures et leurs extraits. Elle se trouve egalement dans la polissure
de riz.

Cette substance est tres thermostable et resiste, dans les conditions

de nos experiences, ä Taction des alcalis. Elle n'est pas detruite
par les rayons ultra-violets; eile est adsorbee totalement par le noir
animal, mais pas par la terre a foulon. Elle n'est qu'incomplctement
precipitee par l'acide phosphotungstique. Elle agit surtout, dans les
conditions de nos experiences, avec le maltose comme source de
glucide, de möme qu'avec le glucose et le saccharose.
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Elle semble permettre au champignon de resister ä des conditions
defavorables telle que par exemple au ralentissement de developpement
produit par une dose trop elevee d'asparagine.

Son mode d'action et ses caracteres generaux la rapprochent du
facteur d'utilisation cellulaire (bios) mais sans que nous puissions dire
s'il y a reellement identite. Nous la considerons comme un facteur du
developpement des Mucorinees (developpement vegetatif et sexualite).
La numeration des zygotes permet de se rendre facilement compte de
l'intensite de son action. Jusqu'ä un certain point Taction croit avec
la quantite de substance (extrait) ajoutee, mais ä partir de ce point,
une augmentation de la dose est sans effet. Son action a ete etudiee
avec le milieu de Coons modifie, sur des milieux agarises.

Ce facteur ne peut etre remplacee par certaines amines telle
que l'hordenine, l'histamine, la choline, la betaine, la glucosamine,
la tyramine, l'ethylamine, l'ethylenediamine, ni par une base hexonique
telle que l'histidine.

L'intervention d'un facteur liposoluble, adjoint ä certains lipoxdes
du commerce tels que la lecithine a ete examinee : elle ne peut etre
mise en evidence dans nos experiences (nos extraits sont prives de
lipides). Nous nous reservons encore sur ce point.
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