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AU S U J E T  D E S  DI~GRADATIONS E T  DES  SYNTHF~SES E F F E C T U E E S  

P A R  E S C H E R I C H I A  COLI  NON PROLIFIC.RANT 

t~;tr 

E U G E N E  A U B E L ,  5 [ A R I A N N E  G R U N B E R G - M A N A G O  ET 
J E K I S I E L  S Z U L M A J S T E k  

lnst~tut de Bioloffie Physico-ct, imique, Paris ( Fraucc) 

Un grand nombre de travaux ont 6t6 consacr6s ces derni~res ann~es aux probl~mes 
d'assimilation et de synth6se par les microorganismes h6t6rotrophes: Bacterium alcali- 
genes ]aecalis x, Escherichia coli l-s, Azotobacter vinelandi 7, Pseudomonas calco-acetica, 
Spirillum serpens ~-e, algues colordes s, levure 9, io 

Toutes ces recherches ont 6t6 faites en utilisant des m6thodes manomdtriques et 
des suspensions lav6es de microorganismes. Les auteurs ont remarqu6 que la quantit6. 
d'oxyg~ne consomm~ et la quantit6 d'anhydride carbonique produit au cours de Foxy- 
dation de diff6rents substrats (tels que lactate, acetate, butyratc, glucose, glyc6rol) 
correspondent seulement aux 2/s ou aux s/4 des volumes n6cessaires pour une oxydation 
compl~te. Ce ph6nom~ne serait dt~ 5_ l'assimilation d'une partie du substrat. Les donn~es 
obtenues par la consommation d'oxyg~ne, la production d'anhydride carbonique et le 
quotient respiratoire indiquent que le mat6riel synth6tis6 a la formule empirique d 'uu 
hydrate de carbone (HCHO)n. 

Ainsi, pour l 'oxydation incomplete d'acide ac~tique et d'acide butyrique on aura 
respectivement: 

2CzH402 + 30 .  ~ (CI-L20) + 3CO~ + 3H20 

2C4HsO2 + 70.- -+ 3(CH~O) + 5CO~ + 5H20 

X, VINZLER ET BAUMBERGER 1°, par des mesures de production de chMeur durant la 
fermentation alcoolique, ont montr6 en ana6,robiose, un ph6nom~ne analogue pour la 
levure en presence de glucose. VAN NIEL ET ANDERSON :tl ont confirm6 ce r~sultat en 
dosant l 'anhydride carbonique produit au cours de la fermentation alcoolique. 

Ma~s les m6thodes manom6triques seules n 'apportent pas de donn~es suffisantes 
pour indiquer les produits finaux qui sont form6s par oxydation ou fermentation. C'est 
FROMAGEOT ET S A F A r i  1~ qui, en 1939, par l'~'~.tablissement des bilans des produits de 
la fermentation, ont montr~, ~ l'aide des bact~ries propioniques en croissance, l'existence 
d'une fermentation li6e aux syntheses, fonci~rement diff6rente de la fermentation ind6- 
pendante obtenue ~ l'aide des masses bact6riennes non-prolif6rantes. En 1943, PICKETT 
ET CLIFTON TM 14, dans un travail sur l 'oxydation et l'assimilation par la levure, ont 
compl6t6 leurs experiences manom~triques par des dosages chimiques. Ils confirment 
les rbsultats d6j~t obtenus, notamment qu'une suspension lav6e de levure "non prolifd- 
rante"  n'est pas capable d'oxyder le glucose compl~tement. 

Ils ont montr~, de plus, qu'une partie du substrat (glucose) n'est pas brfil~ com- 
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pl~tement ni assimil6 par la levure, mais converti, au cours de l 'oxydation, en produits 
interm6diaires (tels que glyc6rol, hexose diphosphate, alcool, acide ac6tique, azide 
succinique) non d~celables par simple ~tude manom6trique. 

L'emploi d'inhibiteurs comme l'azoture de sodium et le 2.4-dinitroph6nol permet 
de confirmer les r6sultats pr~c6dents. Quand ces poisons sont ajout6s ~t une concen- 
t.ration convenable aux suspensions, on retrouve la quantit6 th~orique d'oxyg~ne et 
d 'anhydride carbonique correspondant ~ une oxydation complete du substrat. Ainsi, 
en presence d'azoture de sodium, le quotient respiratoire (QR) atteint la valeur th6o- 
rique qui 6tait beaucoup plus faible en son absence ~, 3, 5, e, 15. L'azoture de sodium 
la concentration M/Iooo, peut inhiber 6galement l'assimilation ana6robie du glucose 
par la levure sans interf~rer avec la fermentation ~. R E I N E R  TM et R E I N E R  ET SPIEGELNIAN 17 

confirment ces exp6rience~ Mais le m~canisme d'action de l'azoture de sodium est encore 
trbs obscur, malgr6 quelques tentatives r~centes d'explication TM. 

D'autre part, on n'a, pour toutes les exp6riences pr6c6dentes, aucune idle de la 
nature des corps synth6tis6s, en dehors de l'hypoth~se, cadrant avec les bilans, d 'un 
corps du type (HCHO). Or, depuis les travaux de WOOD ET WERKMA~ ~*, de WERKMAN ~° 
et de KREBS ET EGGLESTON ~1, on salt que de l 'anhydride carbonique peut se fixer sur 
les corps en C~, par suite 6chapper aux mesures manomdtriques et participer k des 
syntheses. 

C'est ce qui nous a conduit au pr6sent travail. Nous V montrons l'existence, au cours 
de la fermentation du glucose ou du pyruvate par une suspension lav6e de E. coli non 
prolif6rante, de synth~se auxquelles participe l 'anhydride carbonique, et nous d~ter- 
minons la nature des produits form,s. On verra que, dans nos conditions exp6rimentales, 
en outre, ces syntheses peuvent se faire et sont encore plus nettes en pr6sence d'azoture 
de sodium. 

I1 faut insister ici, avant de passer ~ l'expos~ des exp6riences, sur le fait qu'un 
produit synth~tis6 n'est pas forc6ment assimil6. On comprend ainsi que nous ayons pu 
mettre en 6vidence des syntheses effectu6es par des suspensions bact6riennes non pro- 
lif~rantes, sans qu'il s'en suive aucune augmentation de poids sec, ce qui n'6tait pas le 
cas dans les exp6riences de nombreux auteurs. 

M~THODES ET TECHNIOUES 

La  souche  de E. coil (souche M) employee  p rov ien t  de l ' I n s t i t u t  Pas t eu r .  Elle nous  a ~t~ donn~e 
par  nos  coll6gues J. MouoI)  E T A.  LwoFI~, que nous  t enons  ~. remerc ie r .  Le mi l i eu  de cu l ture  l iqu ide  
employ6  6ta i t  le s u i v a n t  : Glucose I g, pep tone  " B y l a "  i g, P O 4 H K  t o.2 g, eau  dist i l l6e pour  comple te r  
A xoo ml.  

La  souche  s t a n d a r d  es t  m a i n t e n u e  sur  u n  mi l i eu  g61os~ c o n t e n a n t  les m ~ m e s  subs t ances ,  ma i s  
o~ l ' eau  es t  remplac6e  pa r  de l ' ex t r a i t  de v iande  de boeuf. Elle e s t  gard~e ~. la glaciSre. 

La  suspens ion  bactbyienne uti l is6e dans  nos  exper iences  p rov i en t  de cu l tures  de 16 heu res  
l 'a i r  A 37 ° s a t  le mi l ieu  l iquide  cit6*. (Pour  ioo ml  de mi l ieu  on  a cnv i ron  25 m g  de poids sec). Apr~s 
cen t r i fuga t ion ,  les bact6r ics  son t  lav~es une  lois avec  du  chlorure  de sod ium ~. o.9 %, pu is  r emises  
en  suspens ion  dans  la so lu t ion  de chlorure  de sod ium.  On  y fai t  passer ,  c o m m e  l 'a  r e c o m m a n d 6  
QUASTBL, p e n d a n t  s/4 d 'heure ,  A l 'abri  de la lumi~re,  u n  cou ran t  d ' a i r  pour  brfller les r ~ e r v e s  endo-  
g~nes.  Dans  les exp~rienccs  avec  inh ib i teur ,  cclui-ci es t  a jout6  A la suspens ion  jus te  a v a n t  le passage  
de l 'air.  On  a ainsi  u n  con t ac t  pr6alable  de la su spens ion  avec  l ' i nh ib i t eu r  qui  r&tui t  les er reurs  ~ven- 
tuel les  dues  ~. la perm6abi l i t& On  recen t r i fuge  ensu i te  les bact~r ies  e t  on les m e t  en  suspens ion  d a n s  
un  t a m p o n  de p h o s p h a t e  M/ t5 ,  PH 6.8. Cet te  suspens ion  es t  fai te  i m m & t i a t e m e n t  a v a n t  c h a q u e  
exper ience .  

* On  ensemence  tou jour s  l a r g e m e n t  (2 ml  pour  zoo ml) tL pa r t i r  de cu l tu res  ~,g~es de 6 heures ,  
en  mi l ieu  l iquide  de m ~ m e  composi t ion .  
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C h a q u e  ba l lon  d ' e x p & i e n c e  c o n t i e n t :  la suspens ion  bac td r i enne  (5 ml) que  l 'on 

a j o u t e  au t a m p o n  p h o s p h a t e  M / I 5  PH 6.8 et au subs t r a t ,  st(,rilis6 it pa r t  dans  l ' eau  

d is t i l lde  et  neutral is t ic ,  s ' i l  y a lieu. Le  v o l u m e  to ta l  est tic IOO ml. I .es cond i t ions  

d ' a s e p s i e  s en t  s t r i c t e m e n t  observbes  au t o u r s  des di f fdrentes  opdra t ions .  

Les  ba l lons  sen t  mis  k l ' 6 t uvc  "5. 37 ° p e n d a n t  22 heures .  Au b o u t  de ce t emps  on 
r ~ a j u s t e  5. I o o  ml .  

Les  cond i t i ons  d 'a( ; robiose ou d 'anaf i rob iose  on t  ~,td observ/ ;es  tr(,s s t r i e t e m e n t .  

L ' a ~ r o b i o s e  d ta i t  assurde, soit  pa r  passage  d ' a i r  st6rile,  soi t  pa r  ag i t a t i on  dans  le the r -  

m o s t a t  ~ 37 °. Si on laisse s i m p l e m e n t  le mi t ieu  aw,c  la suspens ion  bac t6 r i enne  "t l ' 6 tuve  

sans  ag i t a t i on ,  il s '~ tab l i t  trfis v i t e  des cond i t i ons  de semi-ana6robiose ,  f aussan t  com-  

p l ~ t e m e n t  les r~sul ta ts .  D a n s  le eas de l ' ana~robiose ,  le mi l i eu  est  ddsa~rd p r 6 a l a b l e m e n t  

p a r  ~bul l i t ion  "~ l ' a u t o c l a v e  o u v e r t  e t  refroidi ,  sans  ag i t a t ion .  Le v ide  est fai t  au  m o y e n  

d ' u n e  p o m p e  ~ huile,  qui  d o n n e  une  press ion  d ' a i r  rdsiduel  de  o . I  m m  de mercure ,  l l  

r e s t e  en  g~n6ral ,  dans  nos  mi l i eux ,  de o. 9 5. 1.8 ml  d ' a z o t e  p o u r  un  v o l u m e  de 3oo ml  du 

ba l lon .  N o u s  avons  r e m a r q u ( '  que  le m ~ t a b o l i s m e  var ie  d ' u n e  facon trbs sens ible  si on 

laisse d a n s  le mi l i eu  p lus  de  3 ~t 5 o/,.,o d'air." 

Afin  de saisir  les p r o d u i t s  in te rmddia i res ,  nous  n ' a v o n s  i a m a i s  t r ava i l l6  iusqu'5.  

6 p u i s e m e n t  du  subs t ra t ,  qu i  est  t o u j o u r s  en ldger exc6s. 

L a  densi t6  bac td r i enne  a ~t6 6valude p a r  opac im~t r ie ,  it l '61ectrophotomi~tre  de 

Meun ie r  a v e c  6cran b leu ;  on pr , ) levai t  2 ml  de  cu l t u r e  que  l 'on  compld t a i t  ~t 5 ml  a v e c  

de l ' e a u  distilV2e. Par fo i s  aussi,  et  5. t i t re  de r e c o u p e m e n t ,  on a dd te rmin6  le poids  see 

des  bac tdr ies  mise.s en exp6r i ences :  2o rng c o r r e s p o n d e n t  ~ une  " o p a c i t d "  de 112 d iv i s ions  

au  p h o t o m b t r e .  
P o u r  les dosages ,  le mi l i eu  est  centrifugal 5. 13ooo tours  p e n d a n t  15 m i n u t e s ;  les 

pr~l /zvements  s en t  fa i t s  sur  le l iqu ide  s u r n a g e a n t .  

N a t u r e l l e m e n t ,  l ' opac i t6  e t  les dosages  i n i t i aux  on t  6t(~ effectu~s "~ par t ,  dans  les 

m ~ m e s  cond i t i ons .  

Les sucres r~ducteurs out 6t6 clost~s par la m6thode de HAGEDORN ET JENSEN~2; l'acide lactique p 
celle de FRIEDEMAN 23, ~. l'aide de l'appareiI de Fuctts~4; l'acide pyruvique par colic de WARBURG u '  26 
~. la carboxylase ; l'acidc saccinique et l'acide f u m a r i q u e  par celle de KREBS 27, ~ ~1. la succinod6shy- 
drog~nase. 

L'alcool 5thylique est dos6 par la m~thode cle .NICLOUX 29. On pr~l*ve line prise distincte de la 
solution ~ closer et on fait, dans un apparcil rod~, deux distillations successives pour ~liminer toutes 
substances r6ductrices g~nant le dosage. On distille tout d'abord en milieu acide los a]4 de la pris~,, 
puis le distillat est compl~t6 au volume de la prise iuitiale avec de l 'eau bidistill6e bouillie, ~'t on redis- 
tille g. nouveau les s[4 du volume, en milieu alcalin. Le dosage est fait sur ce dernicr distillat. 

Le dosage des acides volatils est fair sur une prise distincte, dans un appareil rod6, par entrMne- 
ment A la vapeur d'eau. La distillation est faite en atmosphere d'azote pour 6viter la formation et 
l 'entrafnement de traces d'acides volatils provenant de l 'oxydation d'impuret~s pr6sentes dans le 
milieu. Cettc precaution s'est av~r6e indispensable. Sur le distillat ainsi obtenu, on close l'aciciitd 
volatile {*6tale, en prenant la precaution d'~liminer l 'anhydride carbonique prdsent. L'acide formique 
cst dosd par la mSthode au calomel3°; l'acide acdtique est obtenu par dilt~rencc. Le dosage de l'an- 
hydride carbonique a ~t6 tait de la mani~re suivante: 

A~robiose: L'anhydride carbonique d~gag6 au cours de l'exp~rience est d~plac~ par un courant 
d 'air  priv~ d'anhydride carbonique, et recueilli darts la soude A i o  % d6carbonatdc; il cst ensuite 
dos6 par la mdthode de DENIGIkS 81. 

Ana~robiose: a) Dans certaines experiences, on a voulu absorber l 'anhydride carbonique 
produit au tours de la fermentation. Darts ce but, on a soudd au fond du ballon uue cupule de 6 cm 
de haut et de 2 cm de diam~tre environ. 2 ml de soude d6earbonat6e A io % sent ajout~s dans cette 
cupule juste avant le vide. A la fin de l'exp~rience, on pr~l~ve quanti tat ivement la soude dans unc 
fiole jaug6e. I.e dosage est fait sur une prise par la m~thode de DENIGI~S 31". b) Dans toutcs les autres 

* La rdtention 6ventuelle de l 'anhydride carbonique dans le milieu est mesurde sur une prise, 
darts l 'appareil de Warburg, par d6placement avec de l'acide sulfurique 5 N. 
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exper iences ,  le dosage ~tai t  fa i t  pa r  e x t r a c t i o n  des  gaz t o t aux .  Une  ana lyse  pr~l iminaire  par  absorp-  
t ion  du  m~lange  du  gaz sur  gel de silice refroidi ~. - i 9  2°, a m o n t r 6  que  la t e n e u r  en  rn6 thane  6ta i t  
inf~rieure t~ x % ; la s~para t ion  des  c o n s t i t u a n t s  de ce m61ange pa r  Fair  l iquide  ne  se jus t i f ia i t  donc  
pas.  Lx t e c h n i q u e  uti l is~e a ~t6 la s u i v a n t e  : z. Le ba l lon  d 'exp6r ience  es t  fix~ pa r  son  rodage  ~ une  
t r o m p e  A mercu re  s ans  jo in t s  de n a t u r e  o rgan ique  ( t rompe Delaplace)  ; on  fa i t  le v ide  comple t ,  on  
ouvre  ensu i t e  le rob ine t  e t  on e x t r a i t  la  to ta l i t~  des  gaz. Ces gaz, recuei l l is  dans  une  ~prouve t te ,  son t  
mesur6s  sur  la c u r e  A mercure .  2. Apr~s la m e s u r e  du vo lume  to ta l  ex t ra i t ,  on  laisse les gaz en  con tac t  
avec  que lques  pas t i l les  de potasse,  jusqu 'A vo lume  cons tan t ,  pour  absorber  la to ta l i t6  de l ' anhyd r ide  
carbonique .  La  difference des  va leur s  mesur6es  donne  l ' anhydr ide  ca rbon ique  tota l .  3. On  p rend  alors 
i m l  env i ron  du  gaz r e s t an t ,  m e s u r 6  dans  des  j auges  de pr6cision au  cent i~me (lecture au  contac t )  
e t  on  proc~de c o m m e  su i t  t~ l ' ana lyse  : 

Les  t races  d 'oxyg~ne  libre son t  mesur~es  pr~.alablement  pa r  absorp t ion  au pyroga l l a t e  de po tasse  
fai te  ~n situ dans  un  tube  k essais  qui  se r t  sur  le cuve  A mercu re  de  t ube  d ' absorp t ion .  Le gaz r e s t a n t  
es t  alors ana lys~  pa r  la t e c h n i q u e  c lass ique  eud iom6t r ique ,  l 'oxyg6ne  a jout~  ~ tan t  pr~par6 par  d~com- 
pos i t ion  dans  le vide du  p e r m a n g a n a t e  de p o t a s s i u m  et  passage  dans  Fair  l iquide.  Le gaz r~siduel  
donne  l 'azote .  La m6 thode  es t  e x t r ~ m e m e n t  precise : les er reurs  son t  de l 'ordre de o.2--o. 3 %. 

Nous avons travaill~, comme il a ~t~ dit pr~c~demment, avec des '  bact6ries non 
prolif~rantes; il n 'y  avait  donc ancune augmentation de poids, mais plutSt, au contraire, 
16g~re autolyse. Pour r6duire au maximum les causes d'erreurs dues ~ l 'autolyse des 
bact~ries, nous avons essays de r~duire le temps des exp6riences. Au bout des 6 premieres 
heures, il ne se produit aucune autolyse en presence du substrat, mais dans ce laps de 
temps la consommation en substrat  est faible et les erreurs qu'on peut faire sur les 
dosages des petites cluantit6s de produits form6s peuvent  s 'accumuler et devenir non 
n6gligeables. Par  contre, au bout de 22 heures, la consommation du substrat  at teint  
environ 15o mg et l 'autolyse est faible. Pour ~liminer au max imum les erreurs dues 
m~me ~ une faible autolyse, nous avons fait des experiences t~moins. Celles-ci 6talent 
r6alis~es, au d6but, darts les m~mes conditions exp6rimentales, mais sans substrat.  Mais 
dans ce cas I~, l 'autolyse est net tement plus forte que clans les exp6riences avec substrat .  
Elle se produit d6j~ 2 heures apr~s la mise en route et on obtient une tr~s forte quantit6 
d'acide ac6tique et d'alcool dont l'origine reste pour le moment  inexpliqu6e. Ainsi, sans 
substrat, le m~tabolisme bact~rien est compl~tement change; ce n 'est  donc plus une 
v6ritable experience t6moin. Nous avons ~t6 amends k faire ces t~moins en laissant les 
bact~ries dans le tampon phosphate PH 6.8 simplement pendant une heure. Ace  moment ,  
la densit~ optique est sensiblement la m~me qu'~ la fin des exp6riences. Les dosages 
des t~moins sont faits, apt~s centrifugation, sur le liquide surnageant, et les chiffres 
trouvds sont retranch~s de ceux de l'exp~rience. 

Nous avons expos~ en d6tail les techniques que nous avons employees, car les 
bilans peuvent  varlet d'exp~riences en experiences suivant la souche, la quantit6 de 
bact~ries, la ql~antit~ de substrat  utilis~, la dur~e des exp6riences, le degr~ d'a6robiose 
ou d'ana~robiose. Mais par une standardisation stricte des conditions exp~rimentales, 
on arrive ~ avoir des bilans relativement tr~s constants. 

R~SULTATS EXP~RIMENTAUX 

Dans les premieres exp6riences, on a 6tudi6 les produits obtenus lors de la fermen- 
tation du glucose dans les conditions normales 6nonces  pr6c&iemment. Le dosage des 
gaz a 6t6 fait par extraction. Les bilans obtenus sont donn6s darts le Tableau I, en mg 
et en % de carbone. 

Suivant le sch6ma classique de HARDEN 32, on devrait  trouver une quantit6 ~qui- 
mol6culaire de corps en CI et de corps en C~: 
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2CsHa20 s + H=O-~ 2CHaCHOHC00H t- CHaC0all ! C2HsOH ,L 2}ICOOIt 

2 HCOOH , :: 2 CO., !- 2 t l,_, 

ce qui donne deux atomes de carbone correspondant it l 'anhydride carbonique pour 
quatre atomes de carbone correspopjant ~ l'alcool et it l'acide ac6tique. 

On salt, d 'autre part, que l'origine de l'acide acdtique est expliqu6e par la rdaction : 

CHACO COOH + H20 -+ CH3COOH -]- HCOOH 

Or, ceci ne correspond pas du tout aux chiffres du Tableau I. Dans l'exp6rience a 
par exemple, on devrait, pour 63.5 de C de corps en C2, avoir 63.5 : 2 -- 31.75 de C de 
corps en CI; or, on en obtient Io.2, soit 36% environ de la valeur calcul&. En faisant 
le m~me calcul pour les autres exp&iences, on ne retrouve que: 58.5% (exp('rience b), 
39% (experience c), 42.3% (experience d), 61% (exp.a.rience e). 

On volt done qu'il y a toujours un grand &art  entre les valeurs th6oriques d'am- 
hydride carbonique calculdes par rapport aux corps en C~ et les valeurs trouv~es. 

Nous avons r6p6t6 les m~mes exp6riences en prenant le pyruvate comme substrat. 
Les r6sultats sont donn6s par le Tableau II. Les calculs pr&6dents pour le rapport 
anhydride carbonique trouvd/anhydride carbonique thdorique (l 'anhydride carbonique th~o- 
rique &ant 6gal "a 2 (somme des corps e.n Cl/somme des corps en C2) ) donnent: 65.6% 
(exp6rience/), 57% (exp6rience g), 58°..0 (exp6rience h), 62% (exp6rience i), 59% (cx- 
p6rience k). 

Ici, l'~cart que nous avons remarqu6 avec le glucose entre l 'anhydride carbonique 
trouv6 et l 'anhydride carbonique th6orique, se produit 6galement, mais le pourcentage 
d'anhydride carbonique trouv~ par rapport "a la valeur th~orique est plus fort que 
lorsqu'on ajoute du glucose comme substrat. 

L'examen des bilans montre done un d~ficit d 'anhydride carbonique. On y constate 
aussi un d6ficit parall~le d'hydrog6ne. I1 convient de rechercher la signification de ce 
ph~nom~ne. 

Puisque, suivant SPIEGELMAN TM, CLIFTON 2' 3 et WINZLER 15, l 'azoture de sodium 
emp~che l'assimilation et les synth6ses, il &air logique de refaire ces m~mes experiences 
en pr6sence d'azoture de sodium. Les r6.sultats sont donn6s dans ]e Tableau III. 

Les rdsultats de ce tableau montrent la diminution de l 'anhydride carbonique et de 
l'hydrog~ne en prdsence d'azoture de sodium, ce qui confirme les r~sultats d6j'a obtenus 
par diff6rents auteurs*. La diminution de l 'anhydride carbonique (exp6rience m, 
Tableau III) par rapport aux bact6ries sans azoture de sodium (exp6rience e, Tableau I) 
est de 78% et celle de l'hydrog~ne de 99°.{,. Les exp6riences b e t  e du Tableau I e t  l'ex- 
p6rience m du Tableau III  sont faites dams les m~mes conditions avec la m~me suspen- 
sion. La diminution des deux gaz est du m&me ordre dans les diffdrents bilans, m~me 
si on abaisse la concentration en azoture de sodium "g M/8oo et M/x6oo. Mais il ne faut 
pas confondre la diminution de l 'anhydride carbonique et de l'hydrog~ne avec l'inhibi- 
tion de la fermentation. En pr6sence d'azoture de sodium, la fermentation est carac- 
t6ris6e par une augmentation d'acide lactique et, d 'autre part, nous voyons que le 
d6ficit en anhydride carbonique est beaucoup plus grand qu'en l'absence_ d'azoture. En 
effet, le pourcentage de l 'anhydride carbonique trouv6 par rapport b. l 'anhydride car- 
bonique th~orique, est, dans les deu~ experiences du Tableau l l I ,  de 15 %. Ces valeurs 

* R e m a r q u o n s  aussi  que l ' azoture  de sodium d iminuc  l ' au to lyse ;  il dol t  agir,  p robab lcmen t ,  
sur  les f e rmen t s  prott~olytiques. 
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TABLEAU III 
ACTION DE E. COLI StIR LE GLUCOSE IgN ANA~ROBIOSE ET EN PRftSENCE D'AZOTURE DE SODIUM 

Concentration de l'azoture de sodium 
Concentration du glucose 0.02 I%[ 
Tousles chiffles sont calcul6s en carbone 

Exp&ience : 1 m 

Opaci~: initiale x I9 ioo 
finale 112 96 

Glucose disparu (rag) 55.4 

Produits  form6s 

87-4 

mg % mg [ % 

Ac. succinique 
Ac. lactique 
Ac. pyruvique 
Alcools 
Ac. ac+tique 
Ae. iormique 
Anhydride carbonique 
M~thane 

Carbone retrouv6 
Hydrog6ne en ml pour ioo mg de 

carbone du glucose disparu 
Azote r~siduel (ml) 
Oxyg6ne rfisiduel (ml) 

~ a ~ s  
53 

2.54 
IO. 7 
22. 4 

I .I  
i .38 
o 

6o.6 
2.9 

12"3 } 
25.6 37.9 
• 1 . 2 6 " )  

Io3.64 

o.64 
non dos6 
non dos6 

0.29 
34-9 

I.O9 
5.57 

i4.28 
traces 

1.43: 
o 

0.54 
63 

x.97 
io.o5"1 

• 25.8 f 3 5  "~5 

2.6 } 2.6 
o 

Io3.96 

1.9 
0.42 
0.o6 

sont beaucoup plus faibles que ceUes que l'on observe darts les exp&iences sans azoture 
de sodium*. 

Les m~rnes exp6riences ont 6t6 r~p~t~es en remplae, ant  le glucose par le pyruvate. 
Mais ce dernier est rnal attaqu6 en ana~robiose en pr6sence d'azoture de sodium; 
l'autolyse 6taft tr~s forte, ce qui faussait les bilans. 

Nous avons refait les m~rnes experiences ~ Fair. Les r~sultats sont dorm6s dans 
le Tableau IV. 

D'apr~s les chiffres, nous voyons qu'k l'air, en presence ou en l'absence d'azoture, 
avec le glucose ou le pyruvate comme substrat, le pourcentage d'anhydride carbonique 
par rapport  aux corps en C~ est, aux erreurs d'exp6rience pros,  celui qu'on devrait 
obtenir th6oriquernent. D'autre part, b. l'air, i l y  a une augmentation d'acide pyruvique 
en pr6sence d'azoture et la consommation du substrat est toujours augment6e. 

L'ensemble des r6sultats des exp6riences pr~c6dentes s'explique si l'on adrnet 
x. qu'en ana~robiose, en pr6sence ou en absence d'azoture de sodium, une patt ie du gaz 
carbonique et de l'hydrog~ne est r6utilis6e pour des syntheses, tandis qu'~ l'air ces 
syntheses sont supprim~es dans les deux cas; 2. que l'azoture de sodium n'inhibe pas 
plus la respiration que la fermentation de E. coli; dans le premier cas, il y a augmenta- 
tion d'acide pyruvique, dans le second cas, d'acide lactique. 

I1 reste donc k savoir ce que devient l 'anhydride carbonique en ana&obiose. La 
premiere id6e qui vient k l'esprit, e'est que, suivant W~RKMAr~ ~r  Woo1) 10, 20, l 'anhy- 
dride carbonique se combine k un corps en C s en  dormant l'acide succinique qui, k son 

* Nous nous sommes assur& qu'il  ne s 'agit  pas d 'uue mutat ion,  ni d 'une adapta t ion  de E. coli 
l 'azoture de sodium, era repiquant  les bact&ies sur un milieu contenant  l 'azomre.  

Bibliographie p. 459/460, 
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T A B L E A U  IV 
ACTIONS COMPAR]~ES DE E. COLI SUR LE GLUCOSE ET LE P~'RUVATE EN A~ROBIOSE, EN PRI~"SENCE 

ET EN AESENCE D'AZOTURE DE SODIUM 

Concentrat ion  du glucose o.o2 M 
Concentrat ion  du p y r u v a t e  0.o25 M 
Concentrat ion  de l ' azo ture  do sod ium o.oo 3 M 
T o u s l e s  chiffrcs sont  calcul6s on cart)one 

Exp6rienco : 

OpaciM: init ialc  
finale 

n 
glucose soul  

111. 5 
93 

o 
g l u c o s e + a z o t u r e  

l l I .  5 
97 

P 
p y r u v a t e  soul 

II5.5  
lO 7 

q 
p y r u v a  to + a z o t u r e  

115.5 
Io4 

Substrat  disparu (mg) 70.6 121.2 43.8 71.5 

Produi t s  form6s mg % 

Acide succinique 
Acide lact ique  
Acide pyr t lv ique  
Alcool  
Acide ac6tique 
Acide formique  
Anhydr ide  carbonique  

rug % 

o 

mg % 

o 
6. 7 

-t I 

O O 
4.54 1.7 2.38 

o o} 
62 40 56 56 

0 } 2 8 . . ,  o o ~ 29.5 28. 4 21.o9 [ 29-5 

r 

9.1-94 . 87.88 

m g  % 

2.84 4 
4.25 6 

I8.97 27 

28.96 4 

O } 20 
I4.I  20 

98 

o 
8.13 

49.9 

46.2 
o 

21.8 

38.1 ) 38'1 

lO3.8 

o 
i .94 

o 
27 

o 
12.46 

Carbone r e t rouv6  

tour, se d6composerait en donnant deux mol6cules d'acide a@tique suivant la r6action 
6tudi6e par SLADE ET WERKMAN 83 sur Aerobacter indologenes 

COOH-CH,-CH,-COOH + 2 H --> 2 CH3COOH 

ce qui expliquerait l'excbs d'acide ac6tique par rapport ~ l'anhydride carbonique et 
l'ex@s d'acide par rapport k l'alcool qui, suivant l'6quation de HARDEN 32, devrait 4tre 
en proportion 6quimol6culaire. 

Pour v6rifier cette r6action sur E. coli, nous avons refait nos exp&iences en ana6ro- 
biose, en prenant comme substrat l'acide succinique. 

Le Tableau V montre que l'acide succinique se d6grade faiblement en ana6robiose 
en donnant l'acide fumarique, un pourcentage assez grand de corps en C2 et presque 
pas d'anhydride carbonique, ni d'hydrog6ne; l'hydrog6ne provenant de la transforma- 
tion d'acide succinique en acide fumarique a done 6t6 utilis6 probablement suivant la 
r6action de SLADE ET W E R K M A N  33. 

On pout alors penser que l'augmentation de corps en G 2 par rapport aux corps en C1 
observ6e dans nos premi6res exp6fiences en ana4robiose, provient de la scission d'acide 
succinique. Mais il faut noter que les exp6riences faites avec l'acide succinique comme 
substrat ne sont pas concluantes, car peu de substrat a dispasax et on observe toujours, 
comme darts le bilan du Tableau V, une forte autolyse. Or, dans ce cas, comme nous 
l'avons d6j~ soulign6, une grande partie de l'acide ac6tique pourrait provenir de 
l'autolyse. 

Pour d6terminer la quantit6 d'acide ac6tique qui provient de la scission du succi- 
hate, nous avons r6p6t6 ces m4mes exp6riences en ajoutant un inhibiteur comme le 

13ibliographie p. 459/46o. 
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T A B L E A U  V 

ACTION DE E. COLI SUR L'ACIDE SUCCINI{~UE EN ANAI~ROBIOSE 

Concen t ra t ion  de l ' ac ide  succ in ique  o.o 7 M 
T o u s l e s  chiftres son t  calcul6s en carbone  

Expe r i ence  : r 

Opacit~: i n i t i a l e  112 
f inale 56 

Succ ina te  d i spa ru  (rag) 18. 5 

P rodu i t s  fo rm,s  mg  % 

Acide l ac t i que  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Acide p y r u v i q u e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Alcool . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Acide ac6 t ique  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Acide fo rmique  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A n h y d r i d e  ca rbon ique  . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Acide fumar ique  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Carbone re t rouv~  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Hydzog~ne  en  ml  pour  1oo mg  de carbone du succ ina te  d i spa ru  
Azote  r6s iduel  (ml) . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Oxyg~ne r6s iduel  (ml) . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Au to lyse  n o t a b l e  

o 
o 
o 

12. 7 
O.16 
0.33 
7.28 

o 
o 
o 

69 
0.86 
1.73 

39.4 

IIO.99 
o 

1.82 
o . i8  

malonate. Mais ces exp6riences se sont av&6es impossibles, l 'autolyse etant beaucoup 
plus forte, les conditions exp&imentales deviennent compl~tement diff6rentes. Nous 
avons ajout~ aussi un pourcentage faible de glucose au succinate, mais sans r~sultats 
concluants; n6anmoins, les exp&iences avec succinate donnent tree indication en faveur 
de la scission d'acide succinique en acide acetique. Nous avons essayt ~ aussi de prendre 
comme substrat un autre diacide en C 4, le malate, mais il n 'a pas 6te du tout  attaqu6 
par E. coli dans nos conditions exp6rimentales. 

I1 6tait donc indispensable de recouper nos r~sultats par une autre m~thode afin 
de voir l'influence directe de l 'anhydride earbonique sur la fermentation. Dans ce but, 
nous avons absorb~ l 'anhydride carbonique dans les ballons d'exp&iences avec la tech- 
nique d6crite au d~but en pr6sence et en absence d'azoture de sodium. Si notre raisonne- 
ment est exact, nous devrons trouver l 'anhydride carbonique th6orique correspondant 
aux corps en C, dont le pourcentage doit diminuer. Les exp6riences e (Tableau I), m 
(Tableau III), e' et m' (Tableau VI) out 6t~ faites avec une m~me suspension bact&ienne 
dans des conditions exp&imentales identiques. Darts le Tableau VII, on a reproduit 
les moyennes de 7 exp&iences (le substrat utilis~ ~tait toujours le glucose). 

On voit imm6diatement que le m~tabolisme est diff6rent en presence ou en l'ab- 
sence d'anhydride carbonique (ceci attire l 'attention sur les erreurs qu'on peut faire pour 
la d6termination des rapports anhydride carbonique/hydrog~ne darts l'appareil de Warburg 
en calculant l 'anhydride carbonique, comme il est souvent admis, par la m6thode 
directe). Les diff&ences s'expriment surtout par raugmentation de l 'anhydride carbo- 
nique et la diminution d'acide lactique quand on absorbe l 'anhydride carbonique. Pour 
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TABLEAU Vl 
ACTION DE E. COL! sue LE GLUCOSE EN ANA~ROBIOSE EN ABSENCE D'ANHYDRIDE CARBONIQUE, AVEC 

OU SANS AZOTURE DE SODIUM 

Concentration en glucose : o.o2 M 
Concentration en azoture : o.003 M 
CO t absorb6 au fur ct ~t mesure de sa production 

Exp6rience : 

OpacitY: initiale 
finale 

. . . . .  . . . . . . . . . .  j . . . .  m '  

I oo  ~ I oo  

8o 95 

Glucose disparu (rag) 67. 4 62.6 

Produits form6s mg % % 

5-5 
8.07 
2.39 

15 .85  
I8.78 
traces 
14.2 

Acide succinique . . . . . . .  
Acide lactique . . . . . . . .  
Acide pyruvique . . . . . . .  
Alcool . . . . . . . . . . . .  
Acide ac6tiquc . . . . . . . .  
Acide formique . . . . . . . .  
Anhydride carbonique . . . . .  

Carbone retrouv6 . . . . . . .  
Hydrog6ne en ml pour ioo mg de 

carL'one du glucose disparu 

8 . I 6  

I 2  

3.56 
23-5l 
27.8 j 5I"3 

21 ) 2 I  

96.02 

non dos6 

nag 

o o 

28.8 46 
3.2 5.1 
7.79 I2-4 

18,7 29.9 
traces 

5.74 

42.3 

9.i5 } 9"15 

les bact6ries sans inhibi teur ,  d iminu t ion  de 51% d'acide lactique, quan t i t6  d ' a nhyd r i de  
carbonique environ doubl6e; pour  les bact6ries en pr6sence d 'azoture,  d iminu t ion  de 
I5% d'acide lactique, quant i t6  &anhydr ide  carbonique environ quadrupl6e.  Quand  on 
absorbe l ' anhydr ide  carbonique,  on observe dans le cas des bact6ries saals inhib i teur  
une 16g~re d iminut ion  de corps en C9.; en pr6sence d 'azoture,  la proport ion des corps en 
C z reste la m~me avec ou sans absorpt ion du gaz carbonique.  

Ainsi, nous voyons d'apr6s les r6sultats des Tableaux VI et VII  qu 'avec  les bac- 
t6ries sans inhibi teur ,  lorsqu'on absorbe le gaz carbonique nous re t rouvons  les pourcen-  
tages th6oriques d ' anhydr ide  carbonique correspondant  aux corps en C2, reals, contrai-  
rement  k ce que l 'on a t tendai t ,  ceci est dfi, non pas "~ une d iminut ion  de corps en C2, 
mais ~ une grande augmenta t ion  de l ' anhydr ide  carbonique. 

Or, si seule 6tait en cause la synth6se d 'acide succinique* "~ par t i r  d ' u n  corps en 
C 3 par  fixation d ' anhydr ide  carbonique et ensuite d6composition en deux corps en C,, 
op devrai t  observer, dans les exp6riences avec absorption, une augmenta t ion  d 'acide 
lactique et d ' anhydr ide  carbonique correspondante  et parall61ement une forte d iminu-  
t ion de corps en C v 

I1 faut donc admet t re  qu 'k  c6t6 de la r6action de WERKMAN, il y a u n  autre  mode 
d 'u t i l i sa t ion  de l ' anhydr ide  carbonique par sa fixation sur un corps e~ C 2 avec formation 
de corps en C a, l 'absorpt ion de l ' anhydr ide  carbonique emp6chant  les deux catdgories 
de synth6ses. En  outre, la quant i t6  d ' anhydr ide  carbouique utilis6e pour former une  
part ie  de l 'acide lactique dolt 4tre plus grande que celle qui about i t  5- la formation d 'acide 

" Les pourcentages d'acide succinique sont environ los m~mes avec ou sans absorption d'anhy- 
dride carbonique, done, une partie de l'acide succinique, comme nous l'avons d6j~ dit, doit provenir, 
suivant la r~action de SLADE ET W~'RKMA,'~, de la condensation de deux moMcules d'acide ac6tique. 
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TABLEAU VII 
ACTION DE ~ .  COLI SUE LE GLUCOSE EN ANA~ROBIOSE, EN PRESENCE OU EN ABSENCE D~ANHYDRIDE 

CARBONIQUE, AVEC OU SANS AZOTURE DE SODIUM. MOYENNE DE 7 EXPERIENCES 

Concentration en glucose : 0.02 M 
Concentration en azoture : o.003 M 
Tous Ics chiffres sont calcul~s en % de carbone. PH final 6.8 

Produits form6s calculus 
pour ioo nag de carbone 

du glucose disparu 

Ac. succinique 
kcide lactique 
Acide pyruvique 
Mcools 
Acide ac~tique 
~cide formique 
Anhydride carbonique 

Sans azoture Avcc azoture 

COt non absorb6 

4.9 
22.63 

1.7I 
36.II9'85 } 55.95 

1.97 "~ I2.79 
• Io.82 J 

CO t absorb~ 

5.5 
I I  

1.37 
18"4 ~ 5r'4 

) 68 
26.8 

CO t non absorb~ 

traces 
61 

4.59 
9"8 ) 

27.2 37 
x.36 l 1.5[J 2.87 

CO t absorb6 

traces 
51.8 

5.27 
I 2 . I  ] 
2 8 . i  ~ 4 ° ' 2  

Carbone rctrouv~ 97.98 96-07 Io5.46 Io7.9I 
Hydrog~ne (ml) 22 non dos~ I non dos~ 

succinique. Dans ce cas, en absorbant  le gaz carbonique, on doit diminuer la quanti t6 
d 'acide lactique, ce qui est en accord avec nos exp6riences, tandis que les corps en 
ne doivent  diminuer que l~.g~rement. En  effet, la diminution des corps en ~ ,  qui aurait  
dfi se produire par  suite de la r~action de SLADE ET WERKMAS, se t rouve compens~e 
par  la non-formation de corps en C s ~ part ir  de corps en C t. Nous voyons  que r anhydr ide  
carbonique mesur6 au cours d 'une  fermentat ion normale du glucose ne correspond 
qu '~ 40% environ de l 'anhydride carbonique total  d6gag6 par  les bact6ries, et t rouv6 
par  absorption. Les 60% d 'anhydr ide  carbonique restant  sont utilis~s pour les deux 
sortes de syntheses que nous avons indiqu6es: formation de corps en C_~ et de corps 
en C 4. 

E n  presence d 'azoture  de sodium, quand on absorbe le gaz carbonique, on observe, 
c o m m e  nous l 'avons d~j~ not6, une diminution d 'acide lactique, le pourcentage des corps 
en C t restant  environ le m~me. I1 y a ~galement une tr~s forte augmenta t ion de l 'an- 
hydride carbonique par  rappor t  au t~moin avec azoture et sans absorption. Mais on ne 
re t rouve pas, cependant,  la quanti t6 d 'anhydr ide  carbonique correspondant  aux corps 
en C~. C'est peut-6tre une question de vitesse de r~action. En  presence d 'azoture,  les 
syntheses se feraient plus vite que l 'anhydride  carbonique ne serait absorb6 et il est 
impossible d 'emp~cher la totalit6 des syntheses. Nous avons vu, en effet, dans nos 
exp6riences initiales, qu 'en  presence d 'azoture,  les syntheses par  fixation d 'anhydr ide  
carbonique sont  plus grandes, puisqu 'on ne retrouve que 15 % de l 'anhydride carbonique 
th~orique. I1 faut 6galement noter  qu 'en  pr6sence d 'azoture,  nous obtenons en g6n~ral 
des bilans sup6rieurs ~ IOO, quoique l 'autolyse soit toujours tr~s faible; peut-~tre 
l 'azoture  permet-i l  l 'utilisation d 'une  source de carbone contenue darts les bact6ries 
elles-m~mes. Ceci reste ~ 6tudier. 

Nous avons essay6 de d~montrer  directement  la possibilit6 de la fixation d 'an-  
hydride carbonique sur les corps en ~ en me t t an t  les bact6ries en presence d 'ac6tate  
ou d'alcool et d ' anhydr ide  carbonique. UTTER, LIPMANN ET WERKMAN -q¢ et LIPMANN 
ET TUTTLE -~5 avaient pu met t re  en ~vidence la formation d 'acide pyruvique  ~ partir  
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T A B L E A U  V I I [  
ACTION DE E. t O L l  SUR L'ACI~TATE, IgN ANA~'ROBIOSE, EN PRI~:SENCE OtI ].~N ABSENCF I ) 'ANIIYDRII) I :  

CARCONIQO/g, AVEC OU SANS AZOTURN DE SODIUM. MOYENNE DE CINQ EXPI~RIENCF..'-; 

Concentrat ion  du glucose:  o.o2 M 
Concentrat ion  de l ' azo ture  dc sodiunl  : 0.0o 3 .~I 
PH ~= 6.9 

Opacit& in i t iah ,  
finale 

Ac6tate  disparu (nag) 

~ O l l l i n e  des corps en C s 
formfi:s (acide lactiqm., 
+ acide pyruvique)  

Sans CO, 

Sans azoturc  

137 
io  3 

mg 

1 5 . 8  

o/ 
/o 

! o 
[ 

Avec  azo tu re  

Aw'c CO z 
(atmost)h6re dc N~-! 5 ",, CO., 

so lut ion  (h. b icvrbona te  o.o~ 5 M) 

Saris azoturc  a v t ' c  azoturo  

1 3  o 

Io5 

7.7 

lug o, 
o 

o 

I37 
115 

15.8 

mg 

o o.63 

1 3 0  

112 

7.7 

o ' I l l ~  
. o 

4 o.7 
. . . . . . . .  i . . . . . .  

i o 
i 

I 
i O. 2 

du formiate et de l 'ac~tylphosphate par un extrait de E. coli ~t l'aide de l'isotope C la 
suivant la r~action r6versible : 

HCOOH + CHzCOO POaH 2 ~ CHaCOCOOH + PO4H 3 

L'6quilibre de cette r~action 6tant dans le sens ac~tylphosphate et formiate, il se 
forme des quantit6s extr6mement faibles d'acide pyruvique 3s. 

Nous avons fait nos exp6riences sur des bact~ries intactes en les mettant  en sus- 
pension, soit dans un tampon phosphate dans les conditions de nos exp6riences pr6c~- 
dentes, soit darts un tampon de phosphate auquel on ajoute du bicarbonate (concen- 
tration finale M/2o), dans une atmosph~.re d'azote contenant 50,0 de gaz carbonique 
(Tableau VIII).  

Puisque les bact6ries sans substrat produisent seulement des traces de corps en 
C3, on pouvait  se permettre de faire darts ces exp6riences des t6moins dans les mf~mes 
conditions exp6rimentales, c'est-~-dire mettant  en jeu des bactdries sans substrat avec 
ou sans anhydride carbonique, laiss~es 22 heures "k l'6tuve "a 37 °. Les chiffres tff;s faibles 
obtenus dans ces conditions sont retranch6s des r6sultats du Tableau VIII.  

Nous voyons,  d'apr~s ces r6sultats, qu'il ne se forme aucun corps en C z (somme acide 
lactique + acide pyruvique) avec les bact6ries en presence d'acdtate sans anhydride 
carbonique, tandis que lorsqu'on ajoute de l'anhydride carbonique, il y a un pourcentage 
notable de corps en C v Nous avons essaye de remplacer le bicarbonate par le fotmiate, 
mais les quantitds de corps en Ca obtenues dtaient difficilement dosables. Nous avons 
r6p616 ces m~mes exp6riences en pr6sence d'azoture de sodium (Tableau VIII). Nous 
retrouvons les r6sultats pr6cddents, c'est&-dire que l ' ~ o t u r e  n'emp~che pas la synth~se 
des corps en Ca par fixation d'anhydride carbonique sur les corps en C2. 

Nous consid~rons que les pourcentages obtenus de corps en Ca en prdsence ou en 
l'absence d'azoture sont relativement 61ev6s. I1 ne faut pas oublier, en effet, que nous 
travaillons avec des bact~ries intactes et que les substrats ajoutds de l'extdrieur ne sont 
pas utilis6s avec la m6me intensit6 que lorsqu'ils sont form6s au cours du m6tabolisme. 
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TABLEAU IX 
ACTION DE E. COLI SUR L'ALCOOL ]~THYLIQUE ET SUR LE PHOSPHATE D'gTHYLE EN ANAgROBIOSE, 

EN PRESENCE OU EN ABSENCE D'ANHYDRIDE CARBONIQUE 

Concentration en alcool ou en phosphate d'~thyle : o.oI 7 3~ 

PH = 6.9 
Les exp6riences avec l'anh, 

en atmosphere N z + 

Opacit~ : initiale 
finale 

Produits form,s (mg) 

Acide lactique + acide 
pyruvique 

,dride carbonique sont faites en presence de bicarbonate de sodium 0.05 M, 
% CO, 

Exp&ience I 

Alcool 

Sans Avec 
CO t COt 

146 I46 
I2I I32 

o L76 

i Phosphate 
d'6thyle 

Sans Avec 
co, co, 

146 I46 
xx8 127 

o.43 4.o2 

Exp&i~nce II 

Alcool 

Sans 
CO, 

161 
IX2 

Phosphate 
d'6thyle 

Avec Sans Avec 
COt CO, CO~ 

161 t6x I6I 
i2I lO8 II8 

0. 3 0.65 1.87 

Avec l'alcool comme substrat, les r6sultats obtenus ne sont pas constants, du fait 
que l'alcool n'est pas toujours attaqu6 par E. coli dans nos conditions exp6rimentales. 
On obtient pourtant, darts quelques experiences, une formation de corps en C3 en pr6- 
sence d'anhydride carbonique. Peut-~tre y a-t-il une question de phosphorylation, car 
le ph6nom~ne est beaucoup plus net lorsqu'on remplace l'alcool 6thylique par le phos- 
phate d'6thyle* (Tableau IX). I1 faut noter, d'ailleurs, qu'avec le phosphate d'6thyle, 
il se synth6tise, en plus, probablement, d'autres corps. En effet, dans ce cas, lorsqu'on 
fait le dosage d'acide pyruvique par la carboxylase, on observe un d6gagement d'anhy- 
dride carbonique, alors m~me que le dosage d'acide pyruvique est termin6. Suivant 
KREBS '~, ceci est dfi ~ la presence d'autres corps comme l'acide oxalactique ou l'acide 
a-c6toglutarique. 

DISCUSSION 

Depuis WURMSER ~, on distingue les fermentations li6es aux syntheses, des fermen- 
tations ind6pendantes. Et  la justification de cette conception a ~t~ apport6e, entre 
autres, par FROMAGEOT ET SAFAVI TM et  p a r  CLIFTON 2, 3 e t  CLIFTON ET LOGAN 4, 8. Mais 
les produits synth6tis~s peuvent avoir deux devenirs: c o m m e  CLIFTON l'a fait remarquer, 
ils peuvent ~tre assimil6s, ce qui se traduit par une augmentation du poids des mati~res 
vivantes, ou rester dans le milieu de culture. D'apr~s les auteurs dont nous venons de 
parler, le produit assimil6 r6pond k la formule (HCHO)n. I1 provient, soit de l 'oxydation 
incomplete dans les exp6riences de CLIFTON, de l'acide butyrique ou de l'acide ac~tique, 
par exemple: 

2CTH402 + 30 ,  -* (HCHO) + 3CO2 + 3H,O 
2C4HSO2 + 702-*3(HCHO) + 5COz + 5I-L,O 

* Le phosphate d'6thyle 6tait pr6par~ dans notre laboratoire, selon la m6thode de O. BAILLY 87 
par R. SUTRA, que nous sommes heureux de remercier ici. 
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soit de la d6gradation fermentaire incomplete de l'acide lactique dans les exp6riences 
de FROMAGEOT ET SAFAVI: 

CHaCOCOOH + CHaCOCOOH + Ho,O-* CHaCHOHCOOH + CHaCOOH -~- COo 

CH3CHOHCOOH -~ (HCHO) + CHaCOOIt 

au total 2CHaCOCOOH + H20-+ 2CHaCOOH + (HCHO) + COO, 

On pourrait  interpr6ter de fa~on analogue les r~sultats de WINZLER Ea" BAUM- 
B E R G E R  1° et de VAN NIEL F.T ANDERSON n. Tout cela est hors de doute et parfaitement 
coh&ent. Mais dans ces experiences, il y avait  formation de marl&re vivante. Lorsque 
les auteurs travaillaient avec des baet&ies non prolif6rantes, il n '&ai t  plus question 
de ce corps (HCHO)n qui devait ~tre assimih~. 

Or, dans nos exp6riences, faites prOcisfirnent avec des bact~ries "~ l '~tat non prolif~- 
rant, si les bilans faits en a~robiose rnontrent qu'aucune synth(~se n 'a  (~t6 constat6e, il n'en 
est pas de m~me en ana&obiose et pr&isSrnent le corps synth6tis6, rnais non assimil6 
dans notre ca.s, est l'acide lactique (HCHO)a, du moins pour la part  la plus irnportante, 
ear, on le verra, il y a aussi de l'acide succinique et de l'acide pyruvique synth6tis~s. 

Cet acide lactique provient, comrne l'acide pyruvique, d'ailleurs, d 'une fixation 
d 'anhydride carbonique sur les corps en Co,. L'origine de ces deux acides est donc double : 
la d6gradation du glucose selon le sch6ma classique, et la synth+se. Quant 8 l'acide succi- 
nique, cornme WERKMAN l'a d~j8 rnontr~, il provient pour une part  de la condensation 
de l'acide ac&ique suivant la r6action de THONBERGat et, pour une autre part, de la 
fixation de l 'anhydride carbonique sur les acides en Ca. 

I1 est possible, d'apr(~s nos r6sultats exp~rimentaux (Tableaux VI et VII),  de calculer 
approximativernent les quantit~s d 'anhydride carbonique utilis&s pour chaque synth~se. 

Appelons x le pourcentage de carbone du glucose qui, 8 l '~tat d 'anhydride carbo- 
nique se fixe sur les corps en C~ et y celui qui se fixe sur les corps en Ca. 

On constate (Tableau VII)  que, darts le cas oh l 'anhydride carbonique est absorbS, 
donc ne peut  pas r6agir, il y a, par rapport  aux exp&iences sans absorption, une aug- 
mentation du pourcentage en carbone des corps en C, de 26.8---12.79 = 14. Nous 
pouvons donc 6crire: 

x + y = I 4  

Mais lorsqu'on absorbe l 'anhydride carbonique, les corps en C 2 augmentent  par suite 
de la non-fixation de l 'anhydride carbonique pour les transformer en corps en C a. Ceci 
repr&ente un pourcentage en carbone de 2 x. Mais nous avons vu que l'acide succinique 
est, lui aussi, g~n&ateur de corps en C 2. La non-fixation de l 'anhydride carbonique sur 
les corps en C a diminue de 4 Y le pourcentage en carbone des corps en C~ qui se forment 

part ir  de l'acide succinique. Comme l'exp~rience montre que, darts le cas de non- 
ernploi de l 'anhydride carbonique, on a une diff6rence pour les corps en C2 de 51.4--- 
55.95 = -4.5, nous pouvons &rire:  

2 x - - 4  y = - 4 . 5  
Des deux 6quations on tire: 

x = 8.6 Y = 5 . 4  

A l'aide de ces deux valeurs, on peut calculer la diminution d'acide lactique qui 
doit exister quand on absorbe l 'anhydride carbonique, et comparer cette valeur avec 
celle trouv6e exp6rirnentalement. Les deux r6sultats sont concordaalts. 
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Comme on a au total 14% de carbone de l 'anhydride carbonique utilis6 pour les 
syntheses, et comme la valeur de x est 8.6 et ceUe de y est 5.4, on peut calculer les pour- 
centages respectifs d'anhydride carbonique utilis~ pour chaque sorte de synth~se. Pour 
la synth~se des corps en C 4, il y e n  a 5.4 : 14 = 38 % environ, et pour la synth~se des 
corps en Ca, 62 % environ. 

Voici une vdrification: Dans les expdriences e e t e '  (Tableaux I et VI), on volt qu'il y 
a 7% (21 - -  14.28 ) environ de carbone de l 'anhydride carbonique utilis~ pour les syn- 
theses. Pour ]a synth~se des corps en Ca, le pourcentage de carbone de l 'anhydride carbo- 
nique utilis6 sera de: 7 (62:1oo) = 4.3. Celui utilis6 pour la synth~se des corps en C4:7 
(38 : IOO)  = 2. 7. On devrait donc avoir, darts le cas de l'absorption de l 'anhydride 
carbonique, une diminution des corps en--ca correspondant ~: 3 ( 4 . 3 -  2.7) = 5% envi- 
ron, et pour les corps en Ca une diminution de: (2"4.3) - -  (4"2.7) = 2.2% environ. Or, 
dans l'exp6rience, nous observons pour les corps en C3 une diminution de 6 % et pour 
les corps en Ca une diminution de 2 %. 

La quantite d'hydrog~ne trouv~e dans nos experiences ne correspond pas, elle non 
plus, ~ la quantit6 th~orique qu'on peut calculer suivant les r6actions de la fermen- 
tation classique: 

CsH120 e -~ 2 CH3COCOOH + 2 

CH3COCOOH + HsO-~ CHaCOOH + COs + Hs 

I1 devrait y avoir, pour IOO mg de carbone du glucose disparu (Tableau vii), 114 mg 
d'hydrog~ne. Or, on ne retrouve que: 

37 ml d'hydrog~ne utilis~ pour former l'alcool suivant la r~action: 

CHsCOOH + 21-I 2 -~ H~O + CHsCI-~OH. 

14 ml d'hydrog~ne utilis6 pour former l'acide lactique suivant la r~action: 

CH3COCOOH + Hz -~ CHsCHOHCOOH. 

3.6 ml d'hydrog~ne restant sous forme d'acide formique. 
22 ml d'hydrog~ne d6gag~ pendant la fermentation. 
Donc, au total, 76.6 ml, ce qui correspond seulement k 67% de la quantit6 de 

l'hydrog~ne th6orique. 
Quand on admet les calculs pr6c6dents pour les deux syntheses que nous avons mises 

en 6vidence, on peut expliquer l'utilisation de l'hydrog~ne manquant darts le bilan. En 
effet, la formation d'acide ac6tique par le schema de WOOD ET WERKMAN, et de SLADE 
ET WERKMAN exige de l'hydrog~ne: 

CHsCOCOOH + CO s + 2H s -~ COOH CHsCH~COOH + I4_~O 

COOH CH2CI-L~COOH + I-~ -~ 2 CH3COOH 

Le pourcentage du carbone provenant de l'acide ac~tique form6 par cette vole est de 
5.4"4 = 21.6, puisque le pourcentage de carbone de l 'anhydride carbonique fix~ sur les 
corps en Ca est de 5.4 (voir les calculs pr~c6dents). L'hydrog~ne utilis~ dans cette r~action 
est de: (67.2.25.6): 48 = 32 ml. 

La formation d'acide pyruvique par fixation d'anhydride carbonique sur les corps 
en Ca exige ~galement de l'hydrog~ne: 

CO s + H e + CH~COOPOsI-I~-~ CH~COCOOH + PO4H~ 

Le pourcentage du carbone de l 'anhydride carbonique fix6 sur les corps en C~ 6tant de 
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8.6, le pourcentage du carbone de l'acide pyruvique form(', sehm ce sch(;,ma est de: 
8.6.3 = 25.8. L'hydrogi_,ne utilis6 est de: (22. 4. 25.8) : 36 - ~(~ ml. 

On retrouve donc au total I24 ml d'hydrogC,'ne utilisd. 
D'autre part, la quantit(,, d'hydrog~ne produite par fermentation quam.t on admet 

les calculs citds plus haut pour les deux synth6ses, est (,gale tt: 
x. celle ddgagde lors de la formation d'acide pyruvique 

(;6Hi2On-~ 2CH3COCOOH :- 2H~ 
soit (44.8.Ioo): 72 -= 62.3 ml 

2. celle d6gag~e lors de la formation des corps en C2 par le sch6ma classique: 

CHaCOCOOH + H20-~ CH3COOH = COs ~- H2 

Le pourcentage du carbone provenant de la quantitfi totale de corps en C 2 formd est de: 
55.95 + x7.2 = 73.I2 (I7.2 &ant le pourcentage du carbone des corps e,n C 2 formds 
qui ont ~tfi utilisfs pour la synth6se des corps en Ca, soit 8.6.2). Comme 2L6% du 
earbone provient des corps en C 2 formds par la r*Saction de SLADE F,T WERKM.~N, on a: 
7 3 . I 2 -  21.6 = 5x.52% du carbone provenant des corps en C2 formds par le schdma 
classique. La quantit6 d'hydrog6ne produit est donc: (22.4. 51.52) : 24 -=- 48.5 ml. 

3- la quantitfi d'hydrog~ne d6gag6 lors de la formation d'acide succinique par la 
r~action rdversible de SLADE ET \VERKMAN 

2CHaCOCOOH -b-2H20 ~ 2CH3COOH -2H~ .  + 2CO 2 

2 CIIt3COOH ~- COOH-CH2CH2COOH t- H2 

qui est ~gale b.: (67.2.4.9) : 48 = 6.8 ml. 
La quantit6 d'hydrog~ne totale produite par ces trois r~actions est de I I8  ml, doric 

en accord avec cclle trouvde dans l'exp6rience: I24 ml. 
On sera peut-~tre surpris de voir que nous consid&ons que l'alcool est produit par 

la r6action : 
CHaCOOH + 2 H, ~ CHaCH2OH + H20 

Mais il y a de bonnes raisons pour qu'il en soit ainsi. L'origine de l'alcool par d&ar- 
boxylation de l'acide pyruvique en ac~taldfihyde et r~duction de l'acdtald~hyde ne se 
produit pas avec E. coll. VIR'raNEX ET "D~KA *°, *x l 'ont montr& D'autre part, OSBURN, 
BROWN ET WERKMAN 4~, ]VhCKELSON ET WERKMAN 4~ e t  PEYNAUD 44 o n t  montrd la r('Auc- 
tion bact&ienne d'aeides en alcool, et en particulier, SLADE ET WERKMAN 33 a joutant  
dans un milieu off le glucose fermente sous l'action d'Aerobacter indologenes de l'aeide 
acfitique CH~ClaOOH, contenant 2.39% de C ~a, retrouvent dans l'alcool ~thylique 1.64% 
de carbone 13. Nous-mfimes avons des experiences indicatives permettant de penser 
que le processus de formation de l'alcool ,Sthylique par E. coli est une r~duction de 
racide ac~tique. 

En ce qui concerne nos exp6riences avec l'azoture de sodium, celui-ci, loin d'inhiber 
la rdaction de fixation de l'anhydride carbonique sur les corps en C~. ou en C~, favorise 
au eontraire des rdaetions synth&iques. Comme cet inhibiteur emp&he la eroissance 
de E. coli*, il Iaut en conclure, ce qui est en accord avec CLIFTON ET LOGAN *-~ et 
SVmGELMAN TM, que l'azoture inhibe les ph~nom~nes d'assimilation. 

* Nous avons isol6 pour t an t  un m u t a n t  de E. coli, qui pout  se d6veloppcr en prdsence d 'azoture  
de sodium 5. la concentra t ion .M/35o. 
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RI~SUM~ 

L ' e x a m e n  des bf lans  de p rodu i t s  de f e rmen ta t i on  du  glucose pa r  Escherichia coli ~ l ' 6 ta t  non  
prolif6rant ,  mont re ,  en ana6robiose,  un  d6ficit d ' a n h y d r i d e  ca rbon ique  et  d ' hyd rog~ne  qu i  s ' exp l ique  
pa r  un  r6emploi  de ces corps  pour  des synth6ses .  E n  par t icul ier ,  on  a mon t r6  la f ixat ion de l ' a n h y d r i d e  
ca rbon ique  sur  les corps  en  C a, acide ac6tique,  alcool, p h o s p h a t e  d '6 thyle ,  pour  donne r  des acides  en  
C v e t  sur  des  acides en C a pour  donner  des  diacides  en  C 4. I1 es t  possible  de calculer  la p a r t  de l ' an-  
hydr ide  ca rbon ique  utilis~ pour  chacune  des syn theses .  Celles-ci son t  favoris~es pax l 'azide.  

S U M M A R Y  

The  e x a m i n a t i o n  of t he  d i s t r ibu t ion  of the  p roduc t s  of t he  f e r m e n t a t i o n  of glucose by  non-  
prol i fera t ing Escherichia coli shows,  unde r  anaerobic  condi t ions ,  a deficit of COl a n d  H t. Th i s  can  
be expla ined  by  the  re-use of these  s u b s t a n c e s  for syn theses .  I n  par t icular ,  i t  has  been  shown  t h a t  
COl combines  wi th  Ca-compounds  such  as acetic acid, alcohol, e thy l  p h o s p h a t e  to give C_~-acids, and  
wi th  Cs-acids to give dibasic  C4-acids. I t  is possible to calcula te  the  a m o u n t  of CO! used  for each of 
these  s y n t h e s e s  which  are  favoured  by  azide. 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Die Bi lanz der  P r o d u k t e  der Vergiirung von  Glucose du rch  n ich t  prol i fer ierende Escherichia roll 
in  Anaerobiose,  e rg ib t  e inen Defizit  an  K o h l e n d i o x y d  u n d  Wassers tof f  der  sich du rch  e rneu te  Verar-  
be i t ung  dieser S u b s t a n z e n  in S yn t he sen  erklAren lgsst .  In sbesondere  wurde  die B i n d u n g  yon  Kohlen-  
d ioxyd  an  Ca-Verbindungen,  wie EssigsAure, Alkohol,  A t h y l p h o s p h a t ,  u n t e r  E n t s t e h u n g  yon  C~- 
S~iuren u n d  die B i n d u n g  a n d  Ca-Sguren un te r  E n t s t e h u n g  yon  zweibas ischen C4-SAuren geze ig t  
Es  ist  m6glich,  die fiir jede dieser S y n t h e s e n  ve rb r auch t e  Menge K o h l e n d i o x y d  zu berechnen .  Die 
S y n t h e s e n  werden  durch  Azid gef6rdert .  
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