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L'&ude du rble du phosphore darts le m&abolisme bact~rien d~coule des travaux 
effectu~s sur la phosphorylation des glucides par le musclO et pax la levure 2, s, 4. Le 
schema EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS, devenu classique, est actueUement ~tendu ~t la 
fermentation des glucides pour un grand nombre de bact~ries. VIRTAI~EN ET TmKA 5 
ont d~j~t montr~ la formation d'esters phosphoriques avec une preparation de B.casei. 
La transformation de l'acide phosphoglyc~rique en acide pyruvique par E.coli a ~t~ 
d~montr~e par ANTONIANI e. TIKKA ? a trouv~ que E.coli d~grade l'hexose-diphosphate, 
l'a-glyc~rophosphate et l'acide phosphoglyc~rique en donnant les produits finaux qu'on 
tronve normalement dans la fermentation du glucose. II propose d'inclure ces corps 
comme interm~diaires clans la d~gradation des glucides par ces bact~ries. Cette hypo- 
th~se trouve un appui important dans les travaux de WERKMAN et ses collaborateurs ~, 
qui ont, les premiers, isol~ l'acide phosphoglyc~rique au cours de la fermentation du 
glucose par Citrobacter ]reundii. STONE El" WERKMAN ~ ont isol~ cet acide de diff~rentes 
esp~ces bact~riennes y compris E.coli et quelques esp~ces de bact~ries propioniques. 
Les produits finaux trouT,s par WOOD, WIGGERT ET WERKMAS 10 darts les fermentations 
parall61es de quelques d~riv~s phosphoryl~s (hexose-di-phosphate, a-glyc~ro-phosphate. 
et acide phosphoglyc~rique) et non phosphoryl~s (glucose, glycerol et acide pyruvique) 
sont identiques. Ils en concluent ~ la validit~ du schema E~BDEN-M~Y~RHOF pour les 
bact~ries. Des compos~s interm~diaires phosphoryl~s, identiqnes ~ ceux trouv&s clans 
la fermentation du glucose par la levure, ont ~t~ isol~s par Em~o u k partir d'une prepa- 
ration ac&onique de E.coli. FROMAGEOT 1~ a apport~ la preuve, pour les bact~ries propio- 
niques (Propionibacterium pentosaceum), d'un m~canisme darts lequel l'acide phospho- 
glyc~rique est un interm~diaire dans la fermentation dn glucose. O'KANE ET U~BRmT ~ 
ont montr~ la formation, k partir du glucose, de compos&s phosphoryl~s effectu~s par 
Streptococcus ]aecalis ~ l'~tat de bact~ries non prolif~rantes. 

Darts tousles travanx que nous Tenons de citer il n'est question que du m6tabolisme 
ana~robie des diverses bact~ries. Toutefois, il existe anssi de nombreux travaux darts 
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lesquels sont 6tudi6es les relations entre l 'oxydation et la phosphorylation. MANNING 1. 
a montr6 que E.coli communis d6compose les hexoses mono- et di-phosphates aussi bien 
en a6robiose qu'en ana6robiose en produits finaux de la fermentation normale du 
glucose. Le r61e du phosphore dans l 'oxydation de l'acide pyruvique par Lactobacillus 
delbriickii a ~t~ trouv6 par LIPMANN 1~' 1~. UTTER ET WERKMAN 1~ ont 6tudi6 la formation 
d'ac6tyl-phosphate au cours de cette oxydation par E.coli broy6. La mise en 6vidence 
d'ac6tyl-phosphate au cours de l 'oxydation de l'acide pyruvique par Cl. bulylicum a ~t6 
effectu6e par KOEPSELL, JOHNSON ET )/~EEK TM. En pr6sence d'un accepteur de phosphore 
tel que le glucose ou l'acide butyrique, on obtient respectivement, par transphosphory- 
lation, de l'hexose-mono-phosphate ou du butyril-phosphate. GUNSALOS ET UMBREIT TM 

ont trouv6 que l 'oxydation du glyc6rol pax Streptococcus/aecalis met aussi en jeu un 
m6canisme de phosphorylation. Un m6canisme analogue a 6t6 trouv6 chez E./reundii ~°. 

On a montr6 l'existence d'une oxydation coupl6e h une phosphorylation non seule- 
ment chez les bact6ries h6t6rotrophes, mais aussi chez les autotrophes. En effet, pour 
VOGLER ET UMBREIT 21, chez Thiobacillus thioxidans la phase oxydative est accompagn6e 
d'une formation de compos~s phosphoryl6s riches en 6nergie, tandis que la phase r6duc- 
rive (fixation d'anhydride carbonique) est like ~ une d6phosphorylation, grace ~ l'inter- 
vention des phosphatases. 

Enfin, on sait, depuis les t ravaux de LIPMANN 2~, KALCKAR (1941) ~s et CORI ~*, ~, 
que certaines liaisons phosphate jouent le r61e d'accumulateur et de transmetteur 
d'~nergie permettant  l'utilisation par la cellule de l'6nergie d'oxydation. II est donc 
normal que la phosphorylation intervienne darts le m6tabolisme bact6rien, comme dans 
celui des autres tissus. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Nous aUons d~montrer chez E.coli le r61e que le phosphore joue dans la d~gradation 
a~robie et ana~robie des glucides. 

Nous avons, ~ plusieurs reprises, essay~ de mettre en ~vidence la phosphorylation 
dans les bact~ries vivantes de E. coli, dans nos conditions exl~rimentales habituelles, 
c'est-~-dire, en suspension non prolif~rante. Ces experiences ont ~t~ faites de la mani~re 
suivante: nous avons mis les bact~ries lav~es deux fois avec du chlorure de sodium 

9 ° o  dans un tampon borate en presence de glucose comme substrat, puis ajout~ du 
phosphore inorganique sous forme de tampon, en presence et en absence de fluorure 
de sodium. On a laJss~ le tout trois heures k l'~tuve ~ 37 °. Les dosages de phosphore 
effectu~s sur le liquide surnageant apr~s centrifugation all d~but- et ~ la fin de l'ex- 
p~rience, n 'ont jamais pr~sent~ de differences significatives. Nous avons interpr~t~ ces 
r~sultats n~gatifs comme provenant de l'action de nombreuses phosphatases hydrolysant 
les esters phosphoriques ~ventuellement form,s. 

NatureUement, pour mener ~t bien ces experiences, il aurait ~t~ pr~f6rable d'appli- 
quer la technique de M-ACFARLANE ~5 qui est parvenu ~ d6montrer une phosphorylation 
par le dosage du phosphore sous ses diff~rentes formes, dans la levure vivante elle-m~me. 
Mais nous ~tions limit,s pax la diffxcult~ d'obtention de grandes masses de bact6ries 
n~cessaires aux experiences. N~anmoins, nous avons r~ussi ~t d~montrer, indirectement 
il est vrai, l 'importance du phosphore dans la respiration de E.coli vivant. 

L'exp~rience a ~t~ faite ~ l'aide de l'appareil de WARBURG. Les bact~ries obtenues, 
comme d'habitude ~5, sont raises en suspension dans un tampon borate ~. PH 7. Quelques 
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cupules contiennent, outre la suspension bact~rienne et le glucose, z mg de phosphore 
inorganique (b), un t~moin (a) 6tant fait avec bactSries + substrat seulement. Les 
courbes de la Fig.z expriment le r~sultat en/A d'oxyg6ne consomm6 en fonction du temps. 
On volt que dans les premi6res 3o minutes la courbe (a) (sans phosphate) se confond 
avec la courbe (b) (avec phosphate): la respiration est ~gale dans les deux cas, puisque 
les bact6ries utilisent leur phosphate endog~ne. Mais ensuite la courbe (a) commence 

s'infl6chir vers le bas: le phosphore endog~ne s'6puise, tandis que la courbe (b), corres- 
pondant ~ l'utilisation du phosphore ajout6, ne cesse de monter. 

Nous pensons que cette exp6rience, bien que n'6tant pas une preuve directe, comme 
nous venons de le dire, de l'utilisation du phosphore pendant la respiration est tout 
de m~me significative en sa faveur. 

I'0° I[ Action du phosphore sur E. coil intact. 

3001 ~ • 

200 ~ N~ ~ 

Temps en minutes 
I I ,! I I I I I I 0 10 20 ~ eO 8O 90 

Fig. 

Ne voulant pas nous limiter ~ ces exl~riences, nous avons eu recours ~ une autre 
technique: le broyage des bact~ries. Le broyat a ~t~ pr~par~ de la fa~on suivante: les 
bact~ries provenant d'une culture de 5 litres sont lav~es aprSs centrifugation deux fois 
avec du chlorure de sodium ~ 9°/0~, puis remises dans I5 ml soit d'eau distill~e, soit de 
tampon phosphate ~ PH 6.8, suivant les experiences. Cette suspension est ensuite 
transvas~e darts un flacon rod~ s 'adaptant ~ l'appareil de broyage (agitateur ultra-rapide 
J. W. TOWERS - -  Londres). On ajoute de la poudre de verre en quantit~ telle que le 
niveau du liquide d~passe d'un demi ml celui de la poudre. Le flacon est alors plac~ 
dans le broyeur et agit~ pendant 30 minutes. Apr~s broyage on obtient une suspension 
~paisse, blanche et mousseuse, ~ laquelle nous ajoutons IS-Z 7 ml d'eau distill~e ou de 
tampon (ceci pour avoir I5 ml de liquide actif final). On centrifuge une premiere lois une 
minute ~ 30oo tours pour ~liminer la poudre de verre. Une seconde centrifugation du 
liquide surnageant k 13 ooo tours ~ o ° donne un liquide clair utilis~ dans les experiences. 
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On voit (Fig. 3) que darts le liquide aprils centrifugation il ne reste plus de bact6ries 
intactes. 

Avant de d6crire nos exp6riences sur la phosphorylation, nous en donnerons 
quelques-unes faites avec les bactdries broydes, afin de comparer leur systfime enzy- 
matique avec celui des bact6ries intactes ~6. 

Fig. 2. Suspension avan t  le broyage Fig. 3. Liquide apr~s centrifugation b, 
~3 ooo tours 

Fig. 4. Culot de ddbris cellulaires 

Da_ns la premiere exp6rience, rgsum6e clans le Tableau I, nous avons voulu voir si 
la partie liquide du broyat respirait ou, plutbt, eonsommait de l'oxyg~ne et quel serait 
l'effet des inhibiteurs (fluomre, azomre et malonate de sodium) dont nous cherehons 

localiser raction. 
Soulignons d'abord que la consommation d'oxyg~ne en pr6sence de glucose est 

relativement faible (i2o/~1). Le dosage montre en effet qu'il y a 14. 4/zM de glucose 
disparu, ce qui correspond environ h 1/s de molgcule d'oxyg~ne consomm6 par mol6cule 
Bibliographie p. 5x3/SX4 . 
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TABLEAU I 
ACTION DU LIQUIDE DU BROYAT DE E.coli SUR LE SUCCINATE ET LE GLUCOSE EN PR]~SENCK 

DE FLUORURE,  AZOTURE ET MALONATE DE SODIUM (A]~ROBIOSE) 

Chaque cupule de l'appareil de WARBURG contient: 
x ml de liquide du broyat dans tampon phosphate ~ PH 6.8 + 0. 5 ml de substrat dans le logement 

lat6ral (glucose A cone. finale M/9o ou succinate A M/6o) + 0. 5 ml d'une solution d'inhibiteur (fluorure 
de sodium M/33, azoture de sodium M/8oo, malonate de sodium M/5, concentration finale) ou 0. 5 ml 
d'eau (t6moin). 

Le substrat est ajout6 au liquide du broyat apr~s xo minutes d'6quilibre dans le thermostat A 37°C. 
Les r6sultats sont exprim~s en pl d'oxyg~ne consomm6. 

Liquide du broyat 

Liquide du broyat + succinate 

Liquide du broyat + glucose 
Liquide du broyat+ glucose 

+ fluorure de sodium 
Liquide du broyat + glucose 

+ azoture de sodium 
Liquide du broyat + glucose 

+ malonate de sodium 

I O  t 

8 

2.5 

x9 

9 

x8 

x4 

20  t 3 ° '  

Ix 13 

4 4 

27 39 

1o 15 

30 4 ° 

20 30 

5o t 7 °, 90' 

15 18 19 

4 6 6 

65 85 I2o 

20 29 42.5 

67 87 x29 

47 65 90 

% 
d'inhibition 

65 

(exaltation) 

25 

de glucose disparu.  (3-4 lois plus faible que dans  les bact6ries intactes).  I1 est f rappant  
que le fluorure inhibe ~ 65 % cette oxydat ion ,  cont ra i rement /~  ce que l 'on observe avec 
les bact6ries intactes  •. Ce fai t  significatif sera discut6 dans  un  prochain m6moire. 

Pa r  centre,  le malona te  n ' a  q u ' u n e  act ion taJble ( inhibit ion 16g6rement plus grande 
que darts les bact6ries intactes).  Quan t  ~ l 'azoture de sodium, il provoque toujours  une  
exal ta t ion.  Notons  encore que le l iquide du b roya t  est inact if  vis-/t-vis du succinate,  
lequel inhibe m~me la consommat ion  d 'oxyg6ne endog~ne. 

Le Tableau  I I  mont re  que l ' anhydr ide  carbonique d6gag6 est trbs faible par rappor t  
l 'oxyg6ne consomm6, le QR, apr~s 6o minutes ,  est 6gal / l  o.18. 

TABLEAU II 
Chaque cupule de l'appareil de WAl~URG contient: 
I ml de liquide du broyat dans le tampon phosphate M/I5 ~t PH 6.8; x ml d'une solution do 

glucose (concent. finale M/9o) ; o.2 ml de soude/t iO~/o ou o.2 ml d'eau dans le rdservoir central. 
Le QR est calculd par la "mdthode directe". 

Temps en rain pl d'Om consomm6 pl de CO t d6gag6 QR 

IO 

2 0  

4 ° 

6o 

22 

5 ° 

86 

I i O  

7.5 

Io 

x3 

2O 

0.34 

0 .2  

o.z5 

o.x8 

Par  contre,  en a j o u t a n t  0. 5 ml  d ' une  pr6parat ion de carboxylase de levure on 
observe u n  d6gagement  de gaz carbonique.  Cela mont re  que le blocage du gaz carbonique 
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~tait dfi sans doute ~ la destruction de la pyruvico-deshydrog6nase dans le liquide du 
b roya t  seule responsable, dans le cas de E .  col i ,  du d6gagement d 'anhydr ide  carbonique. 
Dans ce cas on doit t rouver  une accumulat ion d 'acide pyruvique  ou d 'acide lactique 
au cours de l 'oxydat ion  du glucose. Pour  le montrer ,  nous avons fait l 'exp6rience 
suivante:  le liquide du b roya t  (pr~par6 comme dans les experiences pr~c~dentes) est 
remis en suspension dans 25 ml de t ampon  phosphate  ~ PH 6.8. On y ajoute 25 ml d 'mle 
solution de glucose ~ 0.5% (volume total  50 ml). 15 ml sont  pr61ev6s imm6diatement,  
d6prot6inis6s avec H2SO , 5 N, et compl6t6s h 20 ml. Sur le liquide surnageant  apr~s 
centrifugation, sont effectu6s les dosages initiaux. Les 35 ml restants sont mis ~ l '6tuve 

37 ° pour  quatre  heures, puis trait6s comme pr6c6demment.  Sur le liquide surnageant  
on fait les dosages finaux2L Les r6sultats sont  donn~s dans le Tableau I I I .  

TABLEAU III  
ACTION DU LIQUIDE DU BROYAT DE E.coli SL'R LE GLUCOSE (AI~ROBIOSE) 

Glucose disparu 

(Calcul en mg de carbone) 

Acide lactique 

Produits form,s. 

Acide pyruvique Acide ac6tique 

43.5 20.2 x4. 7 o 

p.cent par rapport 
au glucose disparu 46"5 33'8 o 

On voit, en effet, qu 'environ 80% du glucose disparu sont accumul~s sous forme 
d 'acides lactique et pyruvique.  Rappelons que la consommation d 'oxyg~ne observ6e 
dans la premiere exp6rience de ce m6moire correspond exactement  h la quanti t6 d 'acide 
pyruvique  trouv~e ici. 

Nous avons cherch6 ~ savoir pourquoi  le succinate n 'est  pas du tou t  oxyd6 par  le 
liquide du broyat .  Est-ce dfi ~ la destruct ion de la succino-deshydrog6nase ? L'exp6rience 
(Tableau IV) faite dans les tubes de THONBERG indique,  en effet, que cet enzyme n'existe 
plus dans le liquide du broyat .  

TABLEAU IV 
Chaque tube de THf3NBERG contient: dans une branche: i ml de substrat (hexoses ~ M/9o ou 

succinate ~ M/6o en conc. finale); o. 5 ml de bleu de m6thyl~ne M/2ooo; dans l'autre branche: I ml 
de liquide du broyat. 

Le vide 6tant fair, on m61ange le contenu des deux branches apr~s io minutes d'6quilibre. Les 
chiffres expriment le temps, (en minutes) de d6coloration du bleu de m~thyl~ne. 

Liquide du broyat 

Liquide du broyat + glucose 

Liquide du broyat + hexose-diphosphate 

Liquide du broyat + succinate 

Exp. I Exp. 2 

25 

6 

I 

oo 

z9 

6 

instantanfiment 

oo 

De plus, le liquide du b roya t  seul d6colore assez vite le bleu de m6thyl~ne (~ cause 
des substances r6ductrices pr6sentes), tandis qu 'avec  le succinate, il n ' y  a aucune 
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d&oloration. Par contre, la glucose-deshydrog6nase et l'hexose-diphosphate-deshydro- 
g~nase sont tr~s actives. 

Quant ~ la succino-deshydrog~nase, nous avons pens~ qu'~tant donn6 la puissance 
du broyage et la grande vitesse de centrifugation (x 3 ooo tours) elle devait rester dans 
le culot de d~bris cellulaires, car cet enzyme est lib aux granules cytoplasmiques. Nous 
avons done mis les d~bris cellulaires seuls avec le tampon d'une part et d'autre part les 
d~bris cellulaires avec le surnageant apr~s centrifugation. Mais dans ces deux cas nous 
n'avons aucune action sur le succinate. Nous nous trouvons donc ici en presence d 'un 
ph~nom~ne qui a d~j~ retenu l 'attention d'un grand nombre de chercheurs. YOUDKIN *s 
avait d~j~ observ~ que la diminution de l'activit~ d 'un enzyme dans le broyat de E.coli 
ne pout pas ~tre corrig~e par addition d 'un execs de cet enzyme. Cette baisse d'activit6 
est donc due simplement $ la destruction du lien entre enzyme et structure cellulaire. 
II est certain que la cellule vivante ne peut plus ~tre consid~r~ conime un simple "sac 
rempli d'enzymes"**. Au contraire, les diff6rents enzymes sont li~s d'une certaine mani~re 
avec la structure cellulaire et existent sous une forme morphologique bien d~finie. 
Certaines r~actions par exemple, qui se produisent tt la surface de la membrane, dis- 
paraissent compl~tement dans le broyat.  

Nous avons aussi examin~ si le liquide du broyat  fermente le glucose ou l'hexose- 
diphosphate de magnesium. Dans les deux cas nous n 'avons observ~ aucun d6gagement 
de gaz carbonique dans l'appareil de WARBURO. 

En r~sum~, on peut dire que la partie liquide du broyat  se caract~rise par l'absence de 
succino-deshydrog~nase et de pyruvico-deshydrog~nase. La destruction de eette derni~re 
provoque un arr~t du d~gagement d 'anhydride carbonique en a~robiose et en ana~robiose. 
Par contre, il d6compose a6robiquement le glucose en acides lactique et pyruvique. 

Avec ce liquide nous avons ~tudi~, d 'une part, la phosphorylation et la d~phosphory- 
lation et, d 'autre part, l 'action du fluorure, du malonate et de l 'azoture de sodium sur 
ces deux ph~nom~nes. 

Mise en ~vidence d'un~ phosphorylation dans la pattie liquide du broyat de E.coli 

Les bact6ries sont obtenues comme dans les experiences pr~c6dentes mais le broyage 
est fait dans l'eau distill6e. La pattie liquide est ensuite r~cup~r6e avec 15 ml d'eau 
distill~e. L'exp6rience est faite dans l'appareil de WARBURG, ~ Pair. 

On met dans chaque cupule: x ml de liquide du broyat, 0. 5 ml de tampon phosphate/L PH 6.8, 
correspondant successivement /L 3.23, 6.45, I2.9, 32.3, 64.5 #M de phosphore min6ral (le t6moin 
contient 0. 5 ml d'eau) + o. 5 ml d'une solution de glucose ~ I% (dans le logement lateral) + 0.2 ml 
d'une solution de soude ~ xo~/o dans le logement central. Le glucose est ajout6 au liquide du broyat 
apr~s xo minutes d'6quilibre au thermostat ~ 37 °. Apr~s 90 rain d'exl~rience, on ajoute ~ chaque 
cupule un ml d'une solution d'acide perchlorique ~ Io~/o. On transvase en filtrant le contenu de 
chaque cupule dans une fiole jaug6e de Io ml en prenant la precaution de rincer la cupule plusieurs 
fois ~ l'eau distill6e, puis on complete ~ i o  ml .  Sur  ces solutions, on dose le glucose selon HAGEDORN 
ET JENSEN s° et le phosphore selon MACHEBOEUF ET DELSAL sl.  Les dosages initiaux sont faits dans 
les m~mes conditions. Les r~sultats sont donn~s dans le Tableau V. 

On y voit que la disparition du glucose est parall~le k celle du phosphore; les rapports 
glucose-phosphore sont particuli~rement significatifs: au d~but de l'exp~rience le rapport 
est ~gal k I.o, ce qui correspond tt un hexose-monophosphate; apr~s 9 ° min il devient 
6gal h 0.53 et se rapproche de celui d 'un corps en C3 phosphoryl~. Entre ces deux 
extremes on trouve des rapports qui varient de 0.78 ~ o.81, ce qui correspond sans 
doute ~ un m~lange de ces deux compos~s phosphoryl~s, en proportions variables. 
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T A B L E A U  V 

P mindral ajoutd 
(en aM) 

o 

3.23 

6.45 

I2.9 

32.3 

64.5 

Glucose disparu 
en plus* (en pM) 

o 

1.22 

3.I 

5.4 

I2.1 

7.0 

P mindral disparu 
(en/~M) 

o 

1.2 

4.0 

7.O 

x4.9 

13.2 

Glucose disparu 
Phosphore  disparu 

o 

i .o i  

o.78 

0.77 

o.8I 

0.53 

/,1 d 'O.  
consommd 

o 

3 

9 

x8 

65 

I55 

" Glucose disparu en plus = glucose total  disparu - -  glucose disparu sans  addit ion du P. 

Gr~tce ~ ces exl~riences on connatt d'une mani~re assez precise la marche de la 
phosphorylation avec ses stades intermddiaires dans le liquide du broyat de E.coli. 
Nous avons done ici un exemple probant d'une oxydation like ~ une phosphorylation. 
D'autre part, la consommation d'oxyg~ne est ~gale ~ 155 ml pour 7 /~M de glucose 
disparu, ce qui correspond ~ la d6gradation a6robie d'une moldcule du glucose en acide 
pyruvique. Ceci v6rifie encore les expdriences pr6c~dentes. 

Action de quelques inhibiteurs sur la phosphorylalion et la d~phosphorylation 

Apr~s avoir d~montr6 rexistence d'une phosphorylation, nous avons dtudid l'action 
du fluorure, du malonate et de l'azoture de sodium sur ce ph~nom~ne. 

Ces exp6riences ont 6t6 faites aussi ~t raide de rappareil  de WARBURG, les conditions 
~tant les m~mes que dans l'exp~rience prdc~dente, mais en ajoutant uniform~ment I mg 
de P min6ral sous forme de tampon. Les manom6tres avec leurs cupules sont disposals 
par couples (un essai tdmoin et un avec inhibiteur) et ron  fait des pr61~vements h inter- 
valles donn~s. Le transvasement et les dosages sont fairs comme pr~c6demment. Les 
courbes de la Fig. 5 expriment la disparition du phosphore mindral en fonction du temps, 
en presence et en absence de fluorure. Cette courbe montre que le fluorure n'emp~che 
pas la phosphorylation du glucose, il y a simplement un retard qui s'annule d'ailleurs 
apr6s 18o min. La quantit6 du glucose disparu dans les deux cas est la m~me. Rappelons- 
nous cependant que, dans le Tableau I, nous avons observ6 que le fluorure inhibe ~t 65 % 
roxydat ion du glucose, or, nous venons de voir qu'il n'agit pas sur la phosphorylation. 
D'autre part,  la rdaction qualitative de racide pyruvique (au nitroprussiate) est positive 
en absence de fluorure et ndgative en sa prdsence, et ceci avec glucose ou hexose-diphos- 
phate comme substrat. I1 semble ~vident que le fluorure ne dolt agir que sur la d~phos- 
phorylation. 

L'expdrience reprdsentde par les courbes de la Fig. 6 a 6t6 faite comme la pr6c6dente, 
en remplaqant le glucose par l'hexose-diphosphate de magn6sium. Dans les 60 premieres 
minutes on n'observe aucune action apparente du fluorure, mais ensuite il se produit 
une diminution progressive de l 'hydrolyse par rapport  au t6moin; sur la mdme figure 
on volt qu'il y a aussi une inhibition de la consommation d'oxyg~ne en prdsence de 
fluorure; on peut doric affirmer que le fluorure, en inhibant, dans le broyat, roxydat ion 
du glucose ou celle de l'hexose-diphosphate, agit soit sur un syst~me phosphatasique, 
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soit sur la phospho-glyc6rate-deshydrog6nase s=, soit sur les deux ~ la fois. A l'aide de 
ces exp6riences nous expliquerons b. la fin de ce m6moire les difficult~s soulev6es par 
l 'action du fluorure lots des expdriences manom6triques rapport~es dans le premier 
m6moire ~6. 

T A B L E A U  VI  

ACTION DE L'AZOTURE DE SODIUM SUR LA PHOSPHORYLATION DU GLUCOSE 
PAR LE LIQUIDE DU BROYAT DE E.6oli 

P rain. 
a jou td  
e n / * M  

12. 9 

32.2 

Glucose disparu 
en plus en pM 

Tdmoin [ NsNa  

2.93 4-45 

io.o io .o8 

P min .  d i spa ru  
e n / J M  

T d m o i n  NsNa  

4.06 5.22 

x3.9 x3.7 

Glucose d i spa ru  O= c o n s o m m d  
Phospho rc  d i spa ru  en m m  s 

Tdmoin  NsNa  Tdmoin  NsNa  

o.7z 0.85 8z 85 

0.72 0.79 I43 z56 

I " ~ T#mom 

l- e / ~ e x o s e  di~osphate de. H 9' 
I/ par' E. coli broye. 

Temps en mi utes 

tO00 

0 10 30 60 120 180 

Fig. 7 

Les exl~riences avec l 'azoture de sodium ont 6t6 faites dans les m~mes conditions 
que pr6cddemment, mais avec une concentration finale en azoture de M/8oo. Le Tableau 
VI indique que l'inhibition produite par l 'azoture de sodium sttr la phosphorylation est 
n6gligeable. Les rapports  glucose disparu/phosphore disparu restent sensiblement les 
m~mes avec ou sans inhibiteur. Quant ~t la consommation d'oxyg~ne, elle est toujours 
exalt6e en presence d'azoture. Ce dernier n 'a  aucune action non plus sur la ddphosphory- 
lation (Fig. 7). Remarquons que le taux d'hydrolyse de l 'hexose-diphosphate dans cette 
exp6rience est extr6mement 61ev6:87 % dans le t6moin et 84% en pr6sence de l 'azoture 
de sodium. 

Si ron  compare ces taux d'hydrolyse ~ ceux que nous avons obtenus avec les 
bact6ries intactes s2, il ressort net tement  que la membrane cellulaire constitue un 
obstacle s6rieux aux possibilit~s d'hydrolyse des esters examinds. 

Le troisi~me inhibiteur dont nous avons 6tudi6 l'effet sur la phosphorylation, est 
le malonate de sodium. Nous connaissons d6jk sa forte action inhibitrice sur les phos- 
phatases s*. Le Tableau VII  rdsume son action sur la phosphorylation a&obie du glucose 
dans le liquide du broyat.  Avec une concentration en malonate M/5 et M/io il n ' y  a pas 
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TABLEAU VII 
ACTION DU MALONATE DE SODIUM SUR L A  PHOSPHORYLATION DU GLUCOSE 

P A R  L E  L I Q U I D E  D U  B R O Y A T  D E  ~ .C0~g  

Malonate de sodium k concentration finale M/5. 

Temps en 
rain 

O 

3o 

6o 

I20 

Glucose disparu 
en plus en pM 

Tdmoin Malonate 

0 0 

8. 3 o 

l I . I  0 

x4. 4 o 

P mindral disparu 
en pM 

Glucose disparu 
Phosphore disparu 

Tdmoin Malonate 

O O 

6.45 o 

xo.6 o 

z2.9 o 

Tdmoin Malonate 

O 

1.29 

LO5 

X . I I  

Malonate de sodium g concentration finale M/3o. 

3 ° 

6o 

120 

IL5 

x2.7 

x.34 

x.51 

9.5 

I O . 2  

2.58 

4.95 

1 . 2 I  

1.24 

0.52 

0.34 

de consommation de glucose ni de phosphore. Sans doute ces concentrat ions sont 
beaucoup t rop fortes et empoisonnent  tou t  le syst~me enzymatique*.  Nous avons donc 
~t~ amends ~ travaiUer avec la concentrat ion finale M/3o. Le Tableau V I I  montre  qu 'k  
cette concentrat ion on obtient,  au contraire, une exaltat ion de la phosphorylat ion.  Le 
rappor t  glucose disparu/phosphore disparu, en presence de malonate est ~gal, apr~s 
12o min, k 0.36, chiffre qui fait penser ~ un triose-diphosphate. Dans le t6moin ce 
rappor t  est toujours ~ peu pros celui d 'un  hexose-monophosphate.  

Quant  ~ la ddphosphorylat ion,  les courbes de la Fig. 8 mont ren t  que le malonate  
M]3o est sans action sur l 'hydrolyse de l 'hexose-di-phosphate (m~me rdsultat en pre- 

sence de Fester de ROBISON). 
D'apr~s ces r~sultats nous pouvons affirmer qu ' aucun  des trois inhibiteurs 6tudi6s 

n 'emp~che la phosphorylat ion.  Lorsqu '  on compare les rappor ts  glucose disparu/phosphore 
disparu dans les t6moins (Tableaux V, VI, VII) ,  en absence de tou t  inhibiteur, on a la 
certi tude que le liquide du broyat ,  dans nos conditions exp6rimentales, poss~de un 
syst~me enzymat ique  capable de synth6tiser oxyda t ivement  certains d6rivds phospho-  
ryl~s. Naturellement,  dans nos exp6riences il est impossible de savoir exactement  quel 
est ou quels sont  ces compos6s. On peut,  tou t  au plus, supposer qu' i l  s 'agit  de corps 
en C s o u  en C 3 phosphoryMs. Nous avons pens6 que seul r isolement  d ' un  de ces corps 

part ir  de E.coli pourrai t  d6finitivement r6soudre de probl~me. C'est  ainsi que nous 
f~mes amends ~ l 'extract ion et k la caract6risation des deux hexoses-mono-phosphates 
I et 6. Au cours de cette extract ion nous avons isol6 ~galement l 'acide adenyl-pyro-  
phosphorique.  

* Nous avons pourtant vu, darts le Tableau I, que le malonate ~ concentration M/5 n'inhibe que 
faiblement l'oxydation du glucose. Mais, lors de cette exp6rience, le broyage a dt6 effectud dans un 
tampon phosphate qui peut avoir une action protectrice contre le malonate, tandis que dans routes 
les exl~riences sur la phosphorylation, le broyage a dtd fait dans l'eau distillde. 
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Fractionnement et isoleme~ de corps phosphorylls ~ pavtir de l' extrait de E.coli 

La technique utilis~e est celle de L~ PAGR ET UMBREIT (Z943) m. Elle est ba.~e sur l 'extraction 
triehlorac6tique et sur la s~paxation de trois fractions d~finies dans l 'extrait ;  Chaque fraction est 
ensuite analystLe individuellement. 

La suspension provenant d 'une culture de IO 1 de milieu (2.5 g environ de bact6ries en poids 
see) est lav6e une fois avec du chlorure de sodium A 9°/oo. Le culot est remis en suspension dans z 5 ml 
de chlorure de sodium, puis tralt~ 5 minutes avec ! ml d 'une solution de potasse k 50%. On neutralise 
pax l'acide trichlorac6tique k zoo% et on ajoute 2. 5 ml de ce m~me acide pour avoir la concentration 
finale de zo% et on laisse i2 heures/~ la glaci~re. On r~1~te cette extraction cinq fois. Les extraJts 
r~unis contiennent: P.min~ral = 9.6 mg 

P.organique = 22.7 nag 
A l 'extrait  sont ensuite ajout~s 2.5 ml d'ac~tate de baxyum/~ 25% et le PH est ramen~ k 8. 4 

pax la soude k 4o%. On laisse une heure/~ o ° et on centrifuge. 

I 
Pr~cipit~ (I)  

Prdcipit~ (2) 
Les pr~cipit~ (z) et (z) constituent la Fraction 
barytique insoluble I .  On dissout le pr6cipit6 dans 
peu d'eau additionn6e de quelques gouttes d 'une 
solution d'acide nitrique normal. On rejette l'insolu- 

ble. Le liquide surnageant est ramen6 A 5 ° m l .  

I 
Pr~cipit~ (3) 

Fraction I I  - -  soluble dans l'eau, insoluble dans l'alcool. 
Le pr6cipi~ est dissous darts peu d'eau et repr~eipitA pax 
5 volumes d'alcool ~thylique k 96 °. On r6p~te l'op~ration 
plusieurs lois, en se servant la premiere lois de quelques 

gouges d 'une solution d'acide nitrique normal. 

Bibliographie p. 513/5z4 . 
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I 

Liquide suvnageant (z') 
AU liquide surnageant on ajoute de l'acide sulfurique jusqu'~ preci- 
pitation complete du sulfate de baryum. On centrifuge et lave le 
pr6cipitd qu'on dlimine ensuite. Au liquide surnageant, auquel on a 
r~uni les eaux de lavage, on ajoute z. 5 ml d'ac~tate de baxyum/~ 2 5 %. 
Le PH est ramen~ ~ 8.4 par la soude ~ 40%. On laisse ~ o ° une heure 

et on centrifuge. 

I 
Liquide surnageant (2") 

Au liquide surnageaut on ajoute 5 volumes 
d'alcool dthylique ~ 96°. On laisse A la 

glaciate trois heures et on centrifuge. 

I 
Liquide surwageant I l I  - -  Fraction 
barytique soluble clans l'eau et dans 

l'alcool. 
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I. Fraction barytique insoluble (5o ml). 

Cette fraction contient: 

Phosphore: 2. 9 mg correspondant au phosphore organique. 
dont  1.33 mg hydrolys6s en 7 min (P.7") dans l'acide ehlorhydrique normal./~ zoo °. 

1.95 mg hydrolysis en I2 min (P.I2') darts l'acide ehlorhydrique normal./ t  Ioo °. 
2.oo mg hydrolysis en 18o min (P.I8O') darts l'acide chlorhydrique normal./ t  xoo °. 

D'apr~s ees chiffres d'hydrolyse on a dans cette fraction 2 mg de phosphore corres- 
pondant  ~ I'ATP, c'est-~-dire 4o y]ml. 

Azote: (Dosage par sub-micro KJELDAHL/~4 
2.35 mg d'azote organique, c'est-~t-dire 47 y[ml. 
Si eet azote est enti~rement dfl tt I 'ATP on a N]P -- 47]4o = 1.I8 (rapport th&~- 

r ique  : I.I2). 

I I .  Fraction barytique soluble dans l'eau, insoluble dans l'al¢,ool (I7O mg sous forme de 
poudre impure). 

Cette fraction contient: 

Phosphore: 5.65% de phosphore organique 
dont  5.12% hydrolys6s en 7 mill dans l'acide ehlorhydrique N ~ IOO ° 

et 0.53% non hydrolysables en 18o mill dans les m~mes conditions. 

Pouvoir r~ducteur en glucose: 2.32 %. 
D'apr~s cette analyse on peut admettre que le phosphore hydrolys~ en 7 rain (ici 

5.12%) correspond au glucose-l-phosphate, dont tout  le phosphore est hydrolys~ en 
7 min. 

D'autre part, on sait que lO. 5 % du phosphore du glucose-6-phosphate sont hydro- 
lys6s en 18o mill. Doric, 0.53 + 0.o 5 = 0.58%: ce phosphore et le pouvoir r~ducteur 
ne peuvent provenir que du glucose-0-phosphate. 

D'ailleurs, le rapport  G]P = (2.32/0.58) (3z/zSo) - -0 .7 ;  correspond A un ester 
phosphoryl6 ayant  un pouvoir r~ducteur de 7o%. 

H I .  Fraction barytique soluble dans l'eau et dans l'alcool: n'a pas ~t~ analys~e. 
Ainsi, comme le montrent  ces dosages, E.coli est effeetivement capable de syn- 

th6tiser les hexoses-mono-phosphates et I 'ATP ~t partir du glucose et du phosphore 
inorganique. Cette experience confirme done les r6sultats exposks au eours de ce travail. 

CONCLUSIONS 

Dans ce m~moire, nous avons ~tudi~ la phosphorylation et la d~phosphorylation. 
Nous avons d'abord d~montr~ indirectement, sur les bact~ries intactes, que le phosphore 
joue un r61e dans leur m~tabolisme. Pour avoir une d~monstration plus directe de la 
phosphorylation, nous avons eu recours ~ l'emploi des bact~ries broy~es. Apr~s avoir 
~tudi~ les principales propri~t~s de la partie liquide du broyat,  nous avons constat~ que 
celui-ci est bien capable d'oxyder le glucose, mais jusqu'au stade de l'acide pyruvique 
seulement. Malgr~ l'absence de certains enzymes (succino-deshydrog~nase, pyruvico- 
deshydrog6nase, e~.) le syst~me responsable de la phosphorylation semble rester intact. 

Bibliographie p. 513/514. 
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Nous avons pu d6montrer, par l 'examen des rapports  glucose disl~aru]phosphore 
disparu, la formation de compos6s caract6ristiques d 'un hexose-mono-phosphate ou 
d 'un corps en C 3 phosphoryl~. Ces exp6riences ont re~u confirmation dans r isolement 
des produits phosphoryl6s ~ part ir  des bact6ries intactes. 

La phosphorylation chez E.coli a d~jk 6td d6montr~e au cours d'exp6riences de 
fermentation du glucose par plusieurs chercheurs MANNING 14, ENDO II, TIKKA ~, WERK- 
MAN 8 et ses collaborateurs. Nous avons, pour notre part,  d~montr6 une phosphory- 
lation coupl~e ~ l 'oxydation a6robie du glucose dans les bact6ries intactes et dans le 
broyat  de E.coli, Pour 6viter les reproches qu'on fait souvent aux exp6riences effectu6es 

l'aide de bact~ries b roy~s ,  nous avons cherch6, autant  que possible, ~ apporter des 
exp6riences parall~les sur les bact6ries intactes. 

Ainsi, nous avons pu dissiper les doutes soulev6s par  l 'action du fluorure, du 
malonate et de l 'azoture de sodium, dans les experiences manom~triques ~, quant  h la 
phosphorylation du glucose au cours de la respiration. A la question pos6e par la diff6- 
fence d'action de ces inhibiteurs sur l 'oxydation du glucose d'une par t  et sur les hexoses- 
phosphates d 'autre  part,  nous sommes en mesure maintenant  de rSpondre partiellement. 

En ce qui concerne le malonate, nous venons de voir qu'~ la concentration M/3o , 
non seulement il n'emp~che pas .la phosphorylation, mais au contraire qu'il  l 'exalte. 
A cette concentration il est aussi sans action sur la d6phosphorylation. 

Dans ces conditions il est normal que l 'oxydation du glucose ne soit pas inhib6e 
par  le malonate;  car, le fait d'avoir, dans le milieu ext6rieur, une concentration en malo- 
hate M/5 n'implique pas que celle-ci soit le m~me ~ l'int6rieur de la cellule intacte, ota 
elle doit ~tre plus faible. D'autre  part,  en ce qui concerne les phosphatases qui passent 
dans le milieu ext~rieur et se trouvent en pr6sence de malonate tt la concentration M/5, 
il est normal qu'elles soient inhib~es. 

Ainsi s'explique parfai tement la difference entre l 'action du malonate sur l 'oxydation 
du glucose d'une par t  et des hexoses-phosphates d 'autre  part*6; car le glucose peut 8tre 
phosphoryl~ k l'int6rieur de la ceUule, tandis que les hexoses-phosphates ne pouvant  
pas p6n6trer en taut  que tels, ne sont pas hydrolys6s dans le milieu extdrieur en pr6sence 
de malonate. 

Quant tt l 'azoture de sodium, nous sommes toujours incapables d'expliquer pourquoi 
il inhibe l 'oxydation de l 'hexose-diphosphate et non celle du glucose puisqu'il n 'agit  ni 
sur la phosphorylation ni sur la dSphosphorylation. II est certain que son action sur 
E. coli est diffSrente de celle observ6e par SPIEGELMAN ~ et ses collaborateurs sur la 
levure. 

Le troisi~me inhibiteur 6tudi6 ici est le fluorure de sodium. Nous avons vu qu'il 
agit sur un syst~me phosphatasique intervenant dans la d6gradation de l'hexose- 
diphosphate. Ceci permet de comprendre son action inhibitrice sur l 'oxydation des 
compos6s phosphorylds observ6s dans les exp6riences manom6triques avec les bact6ries 
intactes 16. D'autre  part,  nous avons vu dans ce m6moire que dans le liquide du broyat  
il inhibe fortement l 'oxydation du glucose. Pourquoi donc reste-t-il sans action sur 
l 'oxydation du glucose dans les bact6ries intactes ? 

Cette diff6rence dans l 'action du fluorure, observ6e dans le liquide du broyat  et 
dans les bact6ries intactes, dolt ~tre due ~ la permeabilitY. C'est pourquoi nous ~tudierons 
quelques probl~mes particuliers de la perm6abilit6 en rapport  avec le m6tabolisme de 
E.coli dans un prochain travail. 

Bibliographic p. 5x3]5z4. 
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RI~SUM]~ 

1. En se servant soit de bactdries intactes, soit de bactdries broydes, dont on a sdpard le culot 
de centrifugation, on peut ddmontrer que la respiration comrne la fermentation de Esch~ichia coli 
est accompagnde d'une phosphorylation. Ceci est confirmd par l'isolement de certains ddrivds phos- 
phorylds. 

2. L'dtude de l'action de certains inhibiteurs (fluorure, malonate et azoture de sodium) sur la 
phosphorylation et ddphosphorylation des oses a dtd faite. La signification des rdsultats obtenus a 
dtd donnde dans la conclusion du mdmoire. 

SUMMARY 

x. Using either intact micro-organisms or crushed micro-organisms, and separating the debris 
by centrifuging, it can be shown that respiration as well as fermentation by Esche~,ichia cob is accom- 
panied by a phosphorylation. This has been confirmed by the isolation of certain phosphorylated 
derivatives. 

2. The action of certain inhibitors (sodium fluoride, malonate and azide) on phosphorylation 
and dephosphorylation has been studied. The significance of the results obtained is discussed in the 
conclusion of this paper. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Mit Hilfe ganzer oder gemahlener Mikroorganismen (nach Entfernung der Zellreste dutch 
Zentrifugieren) konnte bewiesen werden, dass sowohl die Atmung wie die G~rung yon Escherichia cob 
yon einer Phosphorylierung begleitet sind. Dies wurde durch die Isolierung gewisser phosphorylierter 
Derivate best~tigt. 

2. Die Wirkung einiger Hemmstoffe (Natriumfluorid, -malonat uud -azid) auf die Phosphory- 
lierung und Dephosphorylierung der Zucker wurde untersucht. Die Bedeutung der Ergebnisse wurde 
in der Schlussfolgerung dieser Mitteilung er6rtert. 
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