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IMPORTANCE RELATIVE DE LA GLYCOLYSE 
ET DE LA VOIE DES PENTOSE-PHOSPHATES 

DANS L'OXYDATION AÉROBIE DU GLUCOSE 
PAR LlPOMYCES STARKEYI (*) 

par M. RAIMBAULT (**) 

(Laboratoire de Chimie Bactérienne, Centre National de la Recherche 
Scientifique, Marseille) 

SUMMARY 

RELATIVE IMPORTANCE OF GLYCOLYSIS AND PENTOSE PHOSPHATE PATHWAY 
IN AEROBIC OXIDATION OF GLUCOSE BY Lipomyces starkeya' 

I. IDENTIFICATION AND ESTIMATION OF ENZYMES. 

Hexokinase, phosphofructokinase, fructose-diphosphate aldolase, glucose-6-phosphate 
dehydrogenase, 6-phosphogluconate dehydrogenase and transketolase have been found 
in extracts of aerobic cultures of L. sturkeyi containing glucose as source of carbon. 
However, the level of the first two enzymes is relatively low. 

In presence of 4 mM arsenite the extracts catalyze the production of pyruvate from 
3-phosphoglycerate, fructose-1,6-diphosphate, glucose-6-phosphate or ribose-5-phosphate. 

2. EXPERIMENTS WITH CELL SUSPENSIONS. 

Four mM arsenite causes a 64 % inhibition of oxygen respiration in presence of 
glucose but it does not affect the endogenous respiration. When the cells are incubated 
aerobically with glucose in presence of 5 mM arsenite, a large amount of pyruvate 
accumulates. 

To determine the participation of different metabolic pathways glucose specifically 
labeled in carbon I, z and 6 was used. The radioactivity of pyruvate extracted as its 
z,4-dinitrophenylhydrazone derivative was measured. The following mean distribution 
of activity was calculated from the data obtained : pentose phosphate pathway, 52,s % ; 
glycolysis, 22,s % : pathway not yielding glyceraldehyde-3-phosphate, z4,7 %. It is 
evident that the pentose phosphate cycle has an important role in aerobic degradation 
of glucose by L. starkeyi. 

INTRODUCTION 

Lipomyces starkeyi est une levure aérobie stricte dont le métabolisme a 
été peu étudié jusqu'ici. On sait cependant qu'elle accumule des quantités 
élevées de lipides intracellulaires [i31 et excrète des polysaccharides dans 
le milieu de culture [11J Deux voies métaboliques : la glycolyse et le cycle 
des pentose-phosphates, peuvent permettre l'oxydation aérobie du glucose 

. 

(*) Manuscrit reçu le 27 mars 1969. 
(**) Adresse actuelle : O.R.S.T.O.M., B.P. 1386, Dakar-Hann (Sinégal). 
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par les levures [2 a]. Nous avons recherché quelques enzymes caractéristiques 
de chacune d e  ces voies chez L. starkeyi. Puis, à l'aide de glucose spécifi- 
quement marqué sur le carbone, nous avons déterminé la part  qui revenait à 
chacune d'elles dans le métabolisme oxydatif aérobie des suspensions cellu- 
laires. 

MATIZRIEL ET METHODES 

I O ORGAKISMES. - Nous avons utilisé les souches C 76 de L. stnrkeyi (NI. Dom- 
mergues, Centre de Pédologie Biologique, C. N. R. S., Nancy) et 59 R L  de Sac- 
charomyces cerevisine (M. Slonimski, Centre de Génétique Moléculaire, C.N.R.S., 
Gif-sur-Yvette). Ces deux organismes sont conservés sur des géloses nutritives 
inclinées contenant du glucose et de l'extrait de levure. 

zo CULTURES. - Elles sont faites sur un milieu liquide ayant la composition 
suivante : KH,PO,, 7 g ; Na,HPO,.r2 H,O, I,% g ; MgS0,.7 H,O, o,z g ; NaCl, 
O,I g ; NH4C1. 2,5 g ; glucose, 8 g ; eau distillée, goo ml ; eau des conduites, 
roo ml. Dans le cas de S. cerevisiae, on ajoute en plus z g / l  d'extrait de levure 
Difco. Les fioles à toxine contenant 0.5 1 de milieu sont mises à agiter pendant 
60 h à 32O. On récolte les cellules par centrifugation, puis on les lave B deux 
reprises. 

3O EXTRAITS ENZYMATIQUES. - On fait une suspension dense des cellules dans 
du tampon phosphates (Na&lPO, + KH,PO, ; pH = 6 ; M/15) que l'on traite 
à la presse de French. L'extrait est séparé des débris cellulaires par centrifugation 
à froid (16 o00 t / m n ;  20 mn). 

40 A C T I V ~ S  ENzmATIQuEs. - Elles sont mesurées par spectrophotométrie 
(appareil Zeiss ; A = 340 mp) à la température ambiante. Nous donnons les réfé- 
rences des méthodes employées pour chaque enzyme. GZircose-6-phosp?zaie- 
déshydrogénase : Kornberg et Horecker [8]. 6-phosphogbco1zate-déshydroge'nase : 
Horecker et Smymiotis [6]. Frzictose-diphosphate-aldolase : Rutter et coll. [IO]. 

Phosplzofructokinase : Sols e!: Salas [12]. Nous avons ajouté du fluorure de 
sodium 20 mM à l'(extrait pour empêcher l'inhibition de l'enzyme par I'ATP [I]. 

Hexokinase : On mesure la vitesse de réduction du NADP en présence d'un 
excès de glucose-6-phosphate-déshydrogénase. Composition des syst6mes : tampon 
tris pH = 8 O,I M, 1,6 m l  ; MgCl, o,r M, 0,75 ml ; extrait enzymatique, O,I ml : 
glucose-6-phosphate-déshydrogénase pure de levure, O,I ml ; NADP o,or M, 
O,I ml ; ATP 0,3 M, O,I ml ; p-mercapto-ethanol o,15 M, O,I ml ; glucose I M, 
0,15 ml. 

Tra~ztscétolase : De La Haba et Racker [4]. Nous utilisons le ribose-5-phosphate 
comme substrat à la place d'un mélange de ribulose-5-phosphate et de ribose-5- 
phosphate. Nous dosons donc globalement la transcétolase et les pentose-phos- 
phate-isomerases qui interviennent dans la conversion du ribose-5-phosphate en 
xylulose-5-phosphate. 

Toutes les activités spécifiques sont exprimées en pmoles du substrat par 
minute et par milligramme d'azote. 

Abréviations : ADP, adénosine-diphosphate ; ATP, adénosine-triphosphate ; NAD, 
nicotinamide-adénine-dinucléotide ; NADP, nicotinamide-adénine-dinucléotide phosphate : 
TPP, thiamine-pyrophosphate. 
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so TECHNIQUES ANALYTIQUES. - La teneur des extraits en azote est évaluCe 
par micro-Kjeldahl. Le glucose [9] et le pyruvate [I41 sont dosés par colorimétrie. 
L'acide pyruvique est extrait sous forme de sa ~,4-dinitrophénylhydrazone suivant 
la technique de White et Wang [i5]. Le résidu obtenu à partir de l'échantillon 
initia1 (IS ml) est dissous dans 5 ml de NaOH O,OI N. Pour contrôler la pureté 
du produit isolé, on compare son spectre en milieu alcalin à celui de la z,4-dinitro- 
phénylhydrazone préparée à partir de l'acide pyruvique pur. 

Les mesures de radio-activité sont faites avec un compteur à scintillation. On 
mélange I'échantiIIon et Ie liquide de Bray. Une courbe de quenching préala- 
blement établie permet d'effectuer les corrections nécessaires. Les radio-activités 
spécifiques sont exprimées en désintégrations par minute et par pmò@. Nous 
utilisons la technique de Dawes et Holms [3] pour mesurer la radio-activité spé- 
cifique de l'acide pyruvique. Nous avons calculé le rapport : radio-activité spéci- 
fique de l'acide pyruviquelradio-activité spécifique du glucose initial, Katz et 
Wood [7] appellent ce rapport radio-activité spécifique molaire relative comparée 
au glucose. Pour estimer la participation des différentes voies d'utilisation du 
g*se, on s'est servi d'une méthode de calcul qui tient compte de la possibilité 
d u n e  synthèse de polysaccharides : exemple 3 figurant dans l'article de Katz et 
Wood [7]. 

&SIXTATS 

ACTIVITSS ENZYMA.TIQUES 
ENZYMES 

S. cerevisiae L. starkeyi 

........................ Hexokinase 5>6 0.715 
Phosphofructokinase 0,06 0,004 
Fructose-diphosphate-aldolase 0,165 0207 
Glucose-6-phosphate-déshydrogénase ... o249 1,8 
6-phosphogluconate-déshy&ogénase ... o, II I O S 2  

Transcétolase 0,328 0,276 

................ 
........ 

....................... 

I. - EXP~RIENCES FAITES AVEC DES EXTRAITS 

RAPPORT 

7>85 

2,36 
0,27 
0,213 

15 

I,I9 I 

IO DOSAGE DES DEFÉRENTS ENZYMES. 

I1 nous a semblé intéressant de comparer les activités. spécifiques des 
extraits de S. cerevisiae, levure dont le métabolisme est bien connu, à celles 
des extraits de L. sturkeyi. On voit sm le tableau I que : 1.O les niveaux de 

Chaque valeur représente la moyenne d'au moins deux déterminations faites sur 
des extraits provenant de cultures différentes. Dans la dernière colonne figure le 
rapport de l'activité spécifique de l'extrait de S. cerevisiae à l'activité spécifique de 
l'extrait de L. starkeyi. 

trois des enzymes intervenant dans la première partie de la  chaîne glyco- 
Iytique : l'hexokinase, la phosphofructokinase et  la fructose-diphosphate- 
aldolase, sont plus élevés chez S. cerevisiue que chez L. sturkeyi; la cliffé- 
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rence est particulièrement marquée dans le cas de la phosphofructokinase ; 
zo on observe la situation inverse en ce qui concerne les deux déshydrogé- 
nases du cycle des pentose-phosphates, puisque la teneur en ces enzymes est 
approximativement cinq fois plus faible chez S. cerevisiae que chez L. star- 
keyi;  3" le niveau de la transcétolase est le même chez les deux 1,evures. Ces 
résultats suggèrent que, contrairement à ce qui se passe chez S. cerevisiae, 
le cycle des pentose-phosphates joue un rôle plus important que la glycolyse 
chez L. starkeyi. 

z0 FORMATION DE PYRUVATE A PARTIR DE DIFFÉRENTS ESTERS PHOSPHORIQUES EN 
PRÉSENCE D'ARS~NITE. 

Pour mettre en évidence la production de pyruvate, on opère en pré- 
sence de l'arsénite qui inhibe la décarboxylation oxydative de cet acide orga- 
nique (tableau 11). Le fait que le 3-phosphoglycérate, le fructose-1,6-diphos- 

SUBSTRAT 

TABLEAU II. - Fo'rmation de pyruvate B partir d'esters phosphoriques par des 
extraits placés en presence Carsenite. 

QUA~~TITÉ 
DE PYRUVATE % DE CONVERSION 

COFACTEURS (pmoles) 

S. cerevisiae L. starkeyi S. cevevìsiae L. starkeyi 

Fructose-I, 6- 

Glucose-6- 
diphosphate. ADP + NAD I2,3I 

phosphate . . I  ADP+ NAD +ATP 1 565 1 ::: 1 ::,2 I '1,7 j/ 
Ribose-5-phos- 

phate . . . . . . I ADP + NAD + TPP I 4,3 I 3,8 I 2 1  I 19 

Chaque système contient : extrait, I ml; ester phosphorique, 20 pmoles; ADP, 
ATP, NAD ou TPP, 20 kmoles; MgSO,, 50 [*moles; arsénite de sodium, 20 pmoles; 
tampon phosphates M/15 pH = 6, quantité nécessaire pour compléter le volume 
à 5 ml. Chaque valeur représente la moyenne d'au moins deux déterminations faites 
sur des extraits provenant de cultures différentes. On laisse en incubation pendant 
2 h à 370, puis on ajoute 4 volumes d'acide trichloracétique à IO p. IOO et l'on dose 
l'acide pyruvique dans le surnageant obtenu après centrifugation. Les extraits 
utilisés contenaient de I à z mg d'azotelml. Pourcentage de conversion : proportion 
de l'ester phosphorique transformé en acide pyruvique. 

phate et le glucose-6-phosphate puissent donner du pyruvate indique que 
toutes les réactions de la chaîne glycolytique se produisent dans les extraits 
des deux levures. Quant à la conversion du ribose-5-phosphate en pyruvate, 
elle confirme la présence des isomérases des pentose-phosphates, de la transcé- 
tolase et des enzymes glycolytiques situés après la 3-phosphoglycéraldéhpde. 
On constate que le pourcentage de conversion du glucose-6-phosphate est 
nettement plus faible chez L. starkeyi que chez S. cerevkiae, résultat que- 
laissaient présager les dosages d'enzymes. 
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II. - EXPÉRIENCES FAITES AVEC DES SUSPENSIONS CEUULAIRES 

I O  PRODUCTION DE PYRUVATE A PARTIR DU GLUCOSE EN PRÉSENCE D'ARSO" PAR 

L. starkeyi. 
Nous avons r,echerché si la respiration de l'oxygène en présence de glucose 

était sensible à l'arsénite. On emploie la technique manométrique de War- 
burg. Chaque système conti,ent : glucose, IOO pmoles (diverticule) ; cellules, 
g à I O  mg (poids sec) : tampon phosphates pH = 6 M/15, quantité nécessaire 
pour compléter le volume à 3 ml ; KOH à 20 9. 100, OJ ml (puits central) : 
phase gazeuse, air. La température est 3 2 O  C. Larsénite de sodium est placé 

Temps,minutes 

FIG. I. - Production de pyruvate à partir de glucose par une suspension cellulaire 
de L. starkeyi. ( I )  : en présence d'arsénite de sodium 5 mM. (2) : en l'absence 

d'arsénite. 

dans la coupe avec les cellules. Nous avons étudié aussi l'action de l'inhibi- 
teur sur la respiration endogène. Pour ceci, on se sert de systèmes ne conte- 
nant pas de glucose. Nous constatons d'une part que la respiration endogène 
est insensible à l'arsénite 4 mM, d'autre part que la respiration mesurée en 
présence de glucose est inhibée respectivement de 46 et 64 p. IOO par des 
concentrations 2 et 4 mM. 

On fait deux essais en erlenmeyers, l'un avec et l'autre sans arsénite, la 
composition du système étant la suivante : glucose 4 mM : cellules, 4,2 mg 
(poids sec)/ml; ? arsénite de sodium 5 "1; tampon phosphates pH = 5 
25 mM. La température est toujours de 32". Les récipients sont aérés par 
agitation. Le glucose est ajouté au temps zéro. On prélève des échantillons 
de 3 ml auxquels on ajoute 4 volumes d'acide trichloracétique à I O  p. IOO. 

Les cellules sont éliminées par centrifugation, puis l'acide pyruvique est dosé 
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dans le surnageant. Ce n'est qu'en présence d'arsénite qu'il s'accumule des 
quantités élevées de pyruvate (fig. I). 

zo EMPLOI DU GLUCOSE RADIO-ACTTF SPÉCIFIQUEMENT MARQUÉ. 

Nous avons utilisé du glucose 1J4C, 2-l*Cc, 6J4C et uniformément marqué : 
UJ4C. On indique sur le tableau III les quantités de glucose consommé et de 
pyruvate formé dans nos conditions expérimentales. Le tableau IV pré- 

CONCENTRATIONS 
MILIJMOLAIRES 

Glucose: début de l'expé- 

Glucose : fin de l'expérience. 
mence . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Pyruvate : jïn de l'expérience 

POSITION DE MARQUAGE DU GLUCOSE 

UJ4C 1J4C 2 - 1 4 ~  6-14C 

4>35 
0,018 

435 4.35 
0,025 0,016 
3,75 3>9 3.6 

TABLEAU IV. - Radio-activités spécifiques du glucose e t  de la 2,4-dinitrophé- 
nylhydrazone de l'acide pyruvique. 

TYPE 
D E  lllARQUAGE 
DU GLUCOSE 

I I RADIO-ACTIVITÉ 
SPÉCIFIQUE 

COMPARÉE 
MOLAIFS RELA'JXVE 

DU PYRUVATE I ! RADIO-ACTMTÉS 
SPÉCIFIQUES 

u-"C 
1J4C 
2-14C 
6-14C 

- 

- 
Glucose Pyruvate (I) Observée Corrigée (2) 

_ _ ~  

II 222 5 O 0 0  0.445 0,500 
I3 257 2 940 0,222 0,249 
11 599 4 270 0,368 0,413 
I5 679 8 850 0,565 0,635 

II 
% 

DU GLUCOSE 

PAR LA VOIE 
DES 

PENTOSE- 
PHOSPHATES 

MÉTABOLISÉ 

58 
66 
69 

(I) Corrigée pour le gain ou la perte de marquage du carbone du groupement 

(2) Corrigée pour la dilution due au métabolisme endogène. 
carboxyle du pyruvate. 

sente les radio-activités spécifiques du glucose et du pyruvate mesurées au 
cours de l'une de nos trois expériences. On y trouve le pourcentage de paru- 
cipation du cycle d,es pentose-phosphates par rapport à la glycolyse calculé 
par la méthode graphique de Dawes et Holmes [3]. Les valeurs ainsi obtenues 
donnent une idée de l'importance relative de ces deux voies, mais elles ne 
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permettraient pas d'établir un bilan complet de l'utilisation du glucose méta- 
bolisé dans le cas oìi il se produirait une synthèse de polysaccharid,es. Pour 
pallier cette insuffisance nous avons utilisé le procédé de calcul plus général 
de Katz et Wood [7]. On trouve alors que 2s et 356 p. 1.00 du glucose est 
converti en pyruvate respectivement par la voie des pentose-phosphates et 
la glycolyse ; le reste, soit 394 p. loo, passe par une voie ne fournissant pas 
de glycéraldéhyde-3-phosphate. Sur le tableau V se trouvent représ,entés les 

TABLEAU V. - Pourcentages d'activité des différentes voies du métabolisme 
du glucose chez L. starkeyi. 

POURCENTAGES D'ACTMT~ I 
EWI~RXENCE 

.............. N O  I 
NO 2 

No 3 . . . . . .  ~ . ...... 
.............. 

VOIE DES 
PENTOSE- 

PEOSPHATES 

48?5 
50 
60 

GI,YcOLYSE 

25>5 
23 
I9 

Moyenne ........... 52,8 1 22,5 

VOIE NE 
FOURNISSANT PA§ 

DE GI,YClhA&- 
DfCHYDE-3- 
PHOSPHATE 

26 
27 
21 

"-4.7 

résultats exprimés cette fois-ci en pourcentage d'activité des différentes voies. 
Les valeurs ci-dessus correspondent à l'expérience 2. On voir. d'autre part que 
les valeurs obtenues diffèrent peu d'une expérience à l'autre. 

Nous avons fait une expérience semblable aux précédentes, avec une 
suspension de S. cerevisine. Les radio-activités spécifiques du pyruvate com- 
parées au glucose avaient les valeurs suivantes : U-W, o , ~  ; 1-I4C, 0,495 ; z-l*C, 
0,5 ; 6-W, 0,51. Ceci indique que le pourcentage d'activité du cycle des pen- 
tose-phosphates est compris entre z et Io  p. IOO. La glycolyse représente donc 
ici de très loin la voie prédominanw. 

DISCUSSION 

Les expériences effectuées avec le glucose spécifiquement marqué établis- 
sent le pourcentage de participation d,e' chacune des différentes voies méta- 
boliques dans le cas de suspensions cellulaires. Elles confirment les résultats 
fournis par les dosages d'enzymes et montrent que le cycle des pentose-phos- 
phates semble jouer un rôle plus important que la glycolyse chez L. statkeyi. 
L'intervention d'une voie ne mettant pas en jeu les triose-phosphates s'expli- 
que vraisemblablement par la production de polysaccharides extracellulaires 
[al]. On pense que la production par le shunt des hexose-monophosphates 
de quantités élevées de NADP réduit favorise la synthèse des lipides par les 
levures [2 b]. L'activité élevée de cette voie chez L. starkeyi est, par cond- 
quent, peut-être liée à son aptimde à accumuler des lipides. 
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Chez une autre levure aérobie stricte capable de produire des quantités 
importantes de lipides : Rhodotomla gracilis, 60 à 80 p. IOO du glucose assi- 
milé passe par le cycle des pentose-phosphates [5]. Ce dernier organisme 
fournit d‘autre part des extraits pratiquement dépourvus d’activité phos- 
phofructokinase [I]. Ces observations doivent être rapproch6es des nôtres, et 
l’on peut se demander si la voie des pentose-phosphates prédomine sur la gly- 
colyse chez toutes les levures aérobies strictes. 

RÉSUMI~ 

Io RECHERCHE ET DOSAGE DES ENZYhfES. 

L’hexokinase, la phosphofructokinase, la fructose-diphosphate-aldolase, la glucose- 
6-phosphate-déshydrogénase, la 6-phosphogluconate-déshydrogénase et la transcétolase 
sont présentes dans les extraits de cultures aérobies de L. starheyi contenant du glucose 
comme aliment carboné. Mais le niveau des deux premiers enzymes est relativement 
bas. 

En présence d’arsénite 4 mM, les extraits catalysent la production de pyruvate à 
partir de 3-phosphoglycérate, de fructose-1,6-diphosphate, de glucose-6-phosphate ou de 
ribose-5-phosphate. 

20 EXPÉRIENCES  AIT TES AVEC DES SUSPENSIONS CELLULAIRES. 

cose, mais n’affecte pas la respiration endogène. Il s’accumule des quantités élevées de 
pyruvate lorsque les cellules sont mises en incubation aérobie avec du glucose en pré- 
sence d’arshite 5 mM. 

Pour estimer la participation des différentes voies, nous avons employé du glucose 
spécifiquement marqué aux carbones I, 2 et 6. On mesure la radio-activité du pyruvate 
produit après extraction sous forme de sa ~,4-dinitrophénylhydrazone. Les pourcentages 
moyens d’activit6 suivants ont été observés : voie des pentose-phosphates, 52,8 p. IOO ; 
glycolyse, 22,5 p. IOO ; voie ne fournissant pas de glycéraldéhyde-3-phosphate, 2 4 , ~  p. IOO. 

Ces résultats indiquent que le cycle des pentose-phosphates joue un rôle important dans 
la dégradation aérobie du glucose par L. starfzeyi. 

L’arsénite 4 mM inhibe de 64 p. IOO la respiration de l’oxygène en présence de glu 

*”* 
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