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N]~CESSITI~ D U  CALCIUM DANS L A  C R O I S S A N C E  D E  BACTI~RIES  

L O R S Q U E  L A  S O U R C E  D ' A Z O T E  E S T  U N E  P R O T ] ~ I N E  P U R E  

par 

LUIGI GORINI XT LUCIENNE AUDRAIN 
Laboratoire de Chimie biologique de la Facult~ des Sciences, Paris (France) 

Un pr6c6dent travail  x a montr6 que le calcium est n6cessaire k la stabilit6 et 
l 'activit6 des prot6inases de diverses bact6ries. On pourrait  penser que si on plagait l 'une 
de ces bact6ries dans un milieu ne renfermant comme source de carbone et d 'azote qu'une 
prot6ine pure, le d6veloppement de cette bact6rie, d6pendant n6cessairement de son 
activit6 prot6olytique, devrait  6tre influenc6 par la pr6sence de calcium, dont il serait 
ainsi possible d'6tudier le r61e dans la vie de la bact6rie. 

En r6alit6, les bact6ries, quel que soit leur pouvoir prot6olytique, ne se d6veloppent 
g6n6ralement pas dans un tel milieu; les bact6ries dou6es de pouvoir prot6olytique ne 
peuvent  croitre, le plus souvent, que si k ce milieu on ajoute une source carbon6e autre 
que la prot6ine; on admet  alors que le d6part de la croissance bact6rienne est dfi aux 
traces de substances azot6es non prot6iques plus ou moins pr6sentes dans le milieu 
comme impuret6s, ou apport6es par l 'inoculum. On pense en effet habitueUement que 
les prot6inases bact6riennes doivent atteindre dans le milieu une certaine concentration 
pour d6clencher l 'hydrolyse de la prot6ine et rendre ainsi l 'azote prot6ique assimilable 
par les bact6ries; or, cette prot6olyse exige un ensemble de conditions, en particulier 
la pr6sence de calcium qui assure la stabilit~ et l 'activit~ des prot~inases. 

Dans le pr6sent travail, on a 6tudi6 k ce point de vue l'influence sur la croissance 
de Bacterium megatherium des m6taux suivants: Ca, Sr, Ba, Mg, introduits dans des 
milieux de culture contenant une source de carbone diff6rente de la source d'azote et 
des sources d 'azote constitu6es soit par  des prot6ines proprement dites, soit par des 
prot~ines plus ou moins d6grad6es, soit par des sels ammoniacaux. 

PARTIE EXP]~RII~ENTALE 

I. Techniques 

Bact~ries 

La bact6rie utilis6e est Bacterium megatherium, souche 899, provenant  de la collec- 
tion de l ' Ins t i tu t  Pasteur de Paris. Cette bact6rie, cultiv~e dans des conditions con- 
venables, produit une prot6inase particuli~rement sensible ~ la presence de calcium x. 
En outre, LWOFF ET GUTMANN ~ se basant  sur l 'observation pr6c6dente, ont d6jk montr6 
la n~cessit6 du calcium pour la croissance de ce microorganisme dans un milieu ~t base 
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de certains ~chantillons de "Proteose-peptone Difco". Cette bact~rie, capable d'utiliser 
razote  ammoniacal, peut  ~tre cultiv~e sur un milieu synth~tique simple. 

Milieux de culture 

Les milieux de culture utilis~s renferment des constituants fixes, apport~s par une 
solution m~re dans laquelle chacun d 'eux se trouve k une concentration double de celle 
qu'il  doit avoir dans le milieu final, et des constituants variables. Dans chaque essai, 
on ajoute ~ 5 ml de la solution m~re des constituants fixes, certains des constituants 
variables en solution concentr6e, et le volume est finalement amen6 k IO ml avec de l'eau. 

La nature et la concentration des constituants fixes dans le milieu final, sont les 
suivantes: Succinate de soude, 5" 1 °-8 M; m61ange de phosphate disodique et de phos- 
phate mono-potassique ~ PH 7-4, 5" 10-3 M e n  phosphate; sulfate de magn6sium ou 
chlorure de magn6sium, 5" lO-4 M;  chlorure ferrique, 2.7" lO -6 M; t~traborate de sodium, 
2.5" lO -7 M; chlorure cobalteux, 8. 5. io -s M; tar t rate  de cuivre, 4.0- IO -~ M; molybdate 
de sodium, 5.0. io -s M;  chlorure manganeux, 9.0. IO -~ M; sulfate de zinc, 1.5" lO -7 M*. 

Le succinate de soude a ~t6 choisi comme source de carbone plut6t que le glucose 
afin d'6viter une chute du PH au cours de la croissance; dans les conditions r6alis6es ici, 
le PH tend k augmenter de quelques dixi~mes d'unit~s, pour atteindre au maximum la 
valeur de 7.8 qui convient parfaitement k l 'activit6 prot6olytique du microorganisme 
en question. 

Le sulfate de magn6sium a 6t~ g6n6ralement employ6 comme source commune de 
magnesium et de soufre. Aux dilutions r~alis6es, on n'observe aucune pr6cipitation due 
aux ions sulfates, m6me ell pr6sence de baryum, sauf dans le cas des milieux contenant 
de la s6rumalbumine. Dans ce dernier cas, on remplace le sulfate de magn6sium par 
le chlorure de magn6sium, le soufre 6tant alors fourni par  les acides amines sulfur6s 
de la prot6ine. 

En plus de ces constituants fixes, les milieux contiennent comme source d'azote 
soit du chlorure d 'ammonium 5" IO-S M, soit l 'une des substances prot~iques indiqu~es 
ci-dessous, ~ raison de I g par  litre: 

S~rumalbumine ~ l'~tat nati[: il s 'agit de la fraction V ("Armour") du plasma de 
boeuf, st6rilis6e ell solution concentr6e (2og/litre) par filtration sur bougi e Chamberland. 

S~rumalbumine d~natur~e: la solution concentr~e pr~c6dente est amen~e ~ PH 8 et 
st6rilis6e par la vapeur k 115 ° pendant  20 minutes; le PH tombe alors ~ 7-5, mais l 'albu- 
mine d6natur~e par  la chaleur reste en solution. 

G~latine: g61atine d6min6ralis6e iso~lectrique "Rousselot".  
G~latine ou s~rumalbumine trait~es #ar la trypsine: A titre de comparaison, on a 

utilis6 6galement les prot6ines pr6c6dentes apr~s leur avoir fait subir un d6but de prot~o- 
lyse par la trypsine; celle-ci est de la trypsine cristallis~e Worthington (contenant 50 % 
de sulfate de magn6sium) ; on en fair agir, pendant  12 heures ~. 37 °, 2 nag (trypsine pure) 
dans IOO ml des solutions st~riles k 20 g/litre de s6rumalbumine d~natur6e ou de g61atine; 
apr~s action de l 'enzyme, les solutions sont st6rilis~es de nouveau k 115 ° pendant  20 
minutes, pour d6truire la trypsine. La concentration de cette derni~re dans le milieu 
final (I ~g/Io ml) est n~gligeable. 

Prot~ose-peptone "Di[co": I1 ne s'agit pas ici d'une substance d6finie, mais d'un 
ensemble contenant tousles 616ments essentiels ~ la vie bact6rienne. Parmi ces 616ments ~, 

* La  concen t r a t ion  du mi l i eu  err les 616meats o l i godynamiques  est  cel le  de la  so lu t ion  pr~conis~e 
p a r  PROVASOLI, HUTNER ET SCHATZ 3, di lu6e 2oo lois. 
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on doit signaler le calcium et le magnesium dont la concentration est teUe qu'elle 
augmente approximativement d'un dixi~me la quantit6 de ces ~l~ments dans le milieu 
final. 

M~taux ~tudi~s: Le calcium, le baryum ou le strontium sont 6ventuellement ajout~s 
aux diff6rents milieux, sous forme de chlomre. Leur concentration y est de 5" IO-~ M. 

L'eau utilis6e pour la pr6paration des milieux a 6t~ distiU~e trois fois dans un 
appareil sp6cial en Pyrex. Le Pn final du milieu st6rile est 7-4. 

Conditions de culture 

Les cultures sont faites dans des tubes ~ patois parall~les permettant  la lecture 
directe au photom~tre. Chaque tube contient IO ml de milieu, dont on a v6rifi~ la st6ri- 
lit6 et la stabilit~ chimique avant l'ensemencement, en le maintenant 12 heures k 37 °. 
L'ensemencement est falt avec une culture ag6e de 12 heures, obtenue k partir  d'un 
milieu identique ~ celui qui dolt 6tre 6tudi~, mais ne contenant ni calcium, ni baryum, 
ni strontium. On a choisi un volume d'inoculum tr~s petit (0.o5 ml), soit 1/2oo du volume 
total de la culture, afro de n'introduire dans le milieu que la plus petite quantit~ possible 
de mati~res 6trang~res. L'incubation est faite ~ 37 °, les tubes ~tant constamment agit~s 
clans un thermostat ~ eau. 

Mesure de la croissance bact~rienne 

On suit le degr6 du d6veloppement de la culture par n6ph61om6trie en mesurant 
la densit6 optique avee un 61ectrophotom6tre de Meunier, 6cran rouge, 6paisseur de la 
couche liquide 2o mm. Les chiffres lus correspondent ~ des unit6s arbitraires de l'appareil. 
On 6tudie la croissance soit par d6termination du taux de croissance suivant la m6thode 
d6crite par MONOD 5, soit par l'6valuation de la croissance totale. Les tableaux suivants 
donnent la variation de log S de la densit6 optique de la culture en fonction du temps, 
et expriment ainsi, directement, le taux de croissance t~ pendant les premieres 12 heures 
d'incubation. La souehe 6tant lysog6ne, la densit6 optique peut atteindre son maximum 
avant  2 4 heures et redescendre ensuite: parmi les chiffres lus, on choisit, pour exprimer 
la croissance totale; la valeur maximum atteinte dans le cours des 2 4 heures; il convient 
d'ailleurs de remarquer que dans les conditions d'a6ration mises en jeu, le nombre des 
bact6ries lys6es ne d6passe pas quelques unit6s pour cent du nombre total des bact6ries 
pr6sentes e. 

D~termination du degr~ de prot~olyse 

Lorsque la source azot~e est la s6rumalbumine, on a 6valu6 la quantit~ de substance 
prot~ique pr~cipitable par l'acide trichlorac~tique/~ 5 % dans le milieu apr~s d~veloppe- 
ment de la culture: les bact6ries sont 61imin6es par centrifugation, et on ajoute au liquide 
ainsi clarifi6 son 6gal volume d'acide trichlorac~tique k lO%. Apr~s I heure d'attente,  
on agite fortement le milieu, puis on fait une lecture au photom~tre (filtre rouge, cure  
de 5 ram). 

Remarques sur les milieux ~ source azot~e prot~ique 

Afin de comparer entre eUes les diff6rentes sources d'azote prot6ique, au point de 
vue des liaisons peptidiques qu'elles renferment, on a effectu6 des dosages d'azote amin6 
libre selon la m6thode de VAN SLYKE. Les r~sultats sont exprim6s par le Tableau I. 
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TABLEAU I 

T E N E U R  EN AZOTE AMIN]~ LIBRE DE D I F F ~ R E N T S  MILI E U X  A SOURCE D'AZOTE PROT]~-IQUE 

NH~ amin6 libre 
Type du milieu mg par  l i tre 

S~rumalbumine nat ive  
S6rumalbumine d6natur6e 
S~rumalbumine trait6e 

par  la t rypsine 
Gdlatine 
Gdlatine traitde 

par  la t rypsine 
Protdose-peptone 

2 . I 8  

2.25 

2.88 
1.28 

2.93 
32.o04 

I I .  Rdsultats expdrimentaux 

Sources azotdes protdiques 

Sdrumalbumine:  D a n s  les e x p e r i e n c e s  a v e c  la  s f r u m a l b u m i n e ,  o n  a m e n ~  pa ra l l~ l e -  

m e n t  2 s6r ies  d ' e s sa i s ,  l ' u n e  a v e c  s 6 r u m a l b u m i n e  n a t i v e ,  l ' a u t r e  a v e c  s 6 r u m a l b u m i n e  

d ~ n a t u r 6 e .  D a n s  c h a q u e  cas ,  o n  a 6 t u d i 6  la  c r o i s s a n c e  d a n s  le m i l i e u  so i t  s a n s  a d d i t i o n  

---~l---/ i-  
:/! / I 

I; i . ~ "  

: 

~2 heures 

Fig. I. Croissance de B. megatherium lorsque 
la source de N e s t  la s6rumalbumine native 

I. S6rumalbumine trait~e par  la trypsine 
(~ = ~ .5 )  

II. S6rumalbumine trait~e par  la trypsine + Ca 
III .  S6rumalbumine seule 
IV. S~rumalbumine + Ca 
V. S6rumalbumine + Sr 

VI. S6rumalbumine + Ba 
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Fig. 2. Croissance de B. megatherium lorsque la 
source de N est la sdrumalbumine d6natur~e 

I. Sdrumalbumine traitde par  la trypsine 
(~ = x.5) 

II. S6rumalbumine trait6e par  la trypsine + Ca 
III .  Sdrumalbumine seule 
IV. S6rumalbumine + Ca 
V. S~rumalbumine + Sr 

VI. S~rumalbumine + Ba 
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de m6tal, soit avec addition de calcium, baryum ou strontium. En outre, on a r6alis6 
des essais avec un milieu contenant de la s~rumalbumine pr~alablement trait6e par la 
trypsine, en pr6sence ou en absence de calcium. Les r6sultats obtenus sont repr6sent6s 
par  les Figs. I et 2. 

Dans les cas Oil les bact6ries se trouvent en pr6sence de s6rumalbumine pr~alable- 
ment  trait6e par  la trypsine, on observe une croissance tr~s rapide, avec un taux de 
croissance maximum:  apparemment ,  le calcium ne j oue pas dans la croissance bact6rienne 
de r61e autre que celui de participer ~ la prot~olyse. Le milieu avec s~rumalbumine 
native, additionn6 ou non de strontium ou de ba.ryum, permet une trbs faible croissance, 
additionn6 de calcium, il permet au contraire une croissance comparable ~ celle que 
donne la s6rumalbumine trait~e par la trypsine. Dans le cas de la s~rumalbumine 
d6natur6e, le milieu additionn6 de calcium donne des valeurs sensiblement identiques 

ceUes donn~es par la s6rumalbumine native additionn~e de calcium. Au contraire, les 
r6sultats obtenus avec les milieux ~ la s6rumalbumine d6natur6e, additionn6s ou non 
de strontium ou de baryum, compares aux r6sultats correspondants donn6s par la s6rum- 
albumine native, montrent  une augmentation nette du taux de croissance. Majs la 
croissance obtenue ~ part ir  du milieu h la s6rumalbumine native ou h la s6rumalbumine 
d6natur6e, en pr6sence de baryum ou de strontium comme en leur absence, ne se fair 
pas aux d6pends de la prot6ine pr6sente dans le milieu. En effet, la pr6cipitation obtenue 
par l'acide trichlorac6tique dans ces milieux apr6s .croissance et 61imination des bact6ries 
par centrifugation, est 6gale k celle que l 'on obtient avec ces m~mes milieux st6riles 
(Tabloau II).  Tandis que les cultures avec calcium, trait6es de la m~me mani~re, donnent 
une pr6cipitation aussi faible que celle donn6e par la culture correspondante sur la 
s6rumalbumine ant6rieurement trait6e par  la trypsine. 

TABLE~kU I I  

CROISSANCE ET PROT]~OLYSE APR~S 2 4 HEURES EN PR]~SENCE DE S]~RUMALBUMINE 

SA = S~rumalburn ine  n a t i v e  
SAO = S 6 r u m a l b u m i n e  n a t i v e  non ensemenc6e 
SAD = S ~ r u m a l b u m i n e  d6natur6e  
SADO = S 6 r u m a l b u m i n e  d6na tur6e  non ensemenc6e 
S A D T  = S 6 r u m a l b u m i n e  d6natur6e  t r a i t6e  pa r  la  t r y p s i n e  
SADTO = S 6 r u m a l b u m i n e  d6natur6e  t r a i t6e  pa r  la  t r y p s i n e  non ensemenc6e 

Les chiffres son t  ceux  dorm,s  d i r e c t e m e n t  pa r  le photom~tre .  

Mi l ieu  Croissance Pro t6 ines  
s u b s i s t a n t  

SAO 
SA 
SA + Ca 
SA + Sr 
SA + Ba  
SADO 
SAD 
SAD + Ca 
SAD + Sr 
SAD + Ba  
SADTO 
S A D T  
SADT + Ca 

E 

45 
650 
I62 

38 

320 
500 
44 ° 
240 

57 ° 
600 

I24 
117 

46 
lO 5 
i i i  
124 
121 

4 
i i o  
io2  

I5 
14 

4 
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Gaatine: La Fig. 3 donne les courbes de croissance obtenues h part i r  de milieux 
renfermant la g61atine comme source d'azote.-Dans certains de ces milieux, la g~latine 
a 6t6 trait6e pr~alablement par la trypsine. Ces milieux ont 6t6 additionn6s ou non de 
calcium, de baryum ou de strontium. Pour l 'inoculum, on ne peut par t i r  d 'un milieu 
g61atine sans calcium, le premier repiquage se d6veloppant d6j~t trop peu; aussi a-t-on 
employ6 une culture sur s~rumalbumine d6natur6e, comme dans le cas des exp6riences 
avec s6rumalbumine. 

Les courbes obtenues ne montrent  aucune diff6rence sensible, en ce qui concerne 
le t aux  de croissance et la croissance globale des bact6ries, entre les milieux constitu6s 
par  la g61atine additionn6e de calcium, la g61atine trait6e par la trypsine, la g~latine 
trait6e par  la trypsine et additionn6e de calcium. Dans les autres milieux: g61atine seule, 
g~latine additionn6e de strontium ou de 
baryum, le taux de croissance est le m~me 
que dans le cas de la g61atine trait6e par  
la trypsine, et ce, dans une phase initiale 
plus ou moins longue, apr~s laquelle la 
croissance s'arr~te lentement. Le baryum 
parai t  jouer un r61e de ralentisseur, les 
milieux additionn6s de strontium se pla- 
cent dans une position interm6diaire entre 
ceux contenant de la g61atineseule et ceux 
contenant de la g61atine additionn6e de 
calcium. 

TABLEAU I I I  
CROISSANCE APR~S 2 4 HEURES EN PR]~SENCE 

DE G~LATINE 

G = C~latine 
GT = C~latirm trait6e par  la trypsine 
Les chiffres sont ceux donn6s directement par  le 
photom~tre. 

~7 

! 

, /  m / / /  
. ~ ' ~  

. /  

Milieu Croissance 

G 
G +  Ca 
G +  Sr 
G +  Ba 

GT 
GT + Ca 

22 

580 
420 
14o 

455 
495 

0 4 8 ~2 ~ r ~  

Fig. 3. Croissance de B. megatherium lorsque la 
source de N e s t  la g61atino 

} i C-~latine trait4e par  la t rypsine (/z = I . o  ) 
I. G61atine trait4e par  la trypsinc + Ca 

G~latine + Ca 
II.  G61atine seule 

III .  G~latine + Sr 
IV. G41atine + Ba 

Prot~ose-peptone: Les Figs. 4 et 5 et le Tableau IV donnent les r6sultats obtenus 
avec des milieux contenant de la "prot6ose-peptone". Dans l ' interpr6tation de ces 
r6sultats, on doit tenir compte du magn6sium et du calcium (de l 'ordre de 5" lO-6 M) 
introduits dans le milieu par la substance azot6e. Un essai r6alis6 sans addition de mag- 
n6sium montre que la croissance d6bute alors apr~s une P~riode d'induction beaucoup 
plus longue que dans les autres essais. Dans le cas de l 'addition de calcium ou de stron- 
tium, il n 'y  a gu6re de p6riode d'induction, et on observe une augmentation du taux 
de croissance, tandis que dans le cas de l 'addition de magn6sium ou de baryum, on ne 
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constate aucune action sensible dans ce 
sens. Pour rendre plus 6vidente l'action 
du calcium et du strontium, on a fair un 
essai avec un milieu contenant seulement 
de la prot~ose-peptone k la concentration 
de z g par litre. Dans de telles conditions, 
la bact6rie doit trouver sa source de car- 
bone et d'azote, et m~me les ~16ments 
min~raux ndcessaires, dans la prot~ose- 
peptone: un tel milieu (Fig. 5) ne permet 
aucune croissance en absence de calcium 
ou de strontium. Dans cette derni~re ex- 
p6rience, rinoculum dtait une culture sur 
milieu prot~ose-peptone complet. 

T A B L E A U  IV 

CROISSANCE APR~S 2 4 HEURES EN PRI%SENCE 
DE PROT~OSE-PEPTONE 

P P C  : P ro tdose -pep tone  avec succ ina te  c o m m e  
source  de ca rbone  

P P  = Pro tdose -pep tone  seule 
Les  chiffres  son t  ceux  donnds  d i r ec t emen t  pa r  le 
pho tom~t re .  

Milieu Croissance 

PPC 
PPC q- Ca 
PPC -b Sr 
PPC+ Ba 
PPC (sans 

Mg additionnd) 
, PP 
PP -}- Ca 
PP -{- Sr 

455 
455 
380 
3*5 

420 
O 

265 
300 

Source azot~e min~rale 

Les r~sultats de l'exp~rience r~alisde 
~t paxtir d 'un milieu contenant du chlorure 
d 'ammonium comme source d'azote, sont 
exprim~s par la Fig. 6 et le Tableau V. 
L'allure des courbes montre que l'addition 
des trois mdtaux, calcium, baryum, stron- 
tium, agit plus ou moins sur la croissance 
mais toujours dans le sens d'une diminu- 

Fig.  5. Croissance de B. megatherium lo rsque  la  
source  de N e t  de C es t  la  p ro tdose-peptone  

Pro tdose-peptone  + Ca (/~ = 1.75 ) 
I. ^ p ro tdose -pep tone  + Sr 

II .  P ro tdose-pep tone  seule  
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Fig. 4- Croissance de B. megalherium lo rsque  
la  source de N e s t  la  pro tdose-peptone  

I. P ro tdose-pep tone  + Ca (/~ = 2.o) 
II .  P ro t6ose-pep tone  + Sr (/~ - -  2.o) 

I I I .  P ro t6ose-peptone  seule  (/~ = 1.5) 
IV. Pro tdose-pep tone  + Ba  (/, = 1.5) 

A. Pro t6ose-peptone  s ans  
Mg additionnd (/~ = z.5) 

5 

4, 

3 

2 
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! 
! 

h~t~s 
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tion. Le calcium n'a gu~re d'effet, le 
baryum r6duit le taux de croissance et 
le strontium rend ~ peu pros nulle la "~ 9 
croissance totale. 

~ 8  
TABLEAU V "~ 

CROISSANCE APRILS 24 HEURES EN PI~SENCE '~ 7 
DE CHLORURE D'AMMONIUM 

Les chiffres sont ceux donn~s directement 
par  le photom~tre. 

Milieu 

NH4C1 
NH,C1 + Ca 
NH4C1 + Ba 
NH4C1 + Sr 

Croissance 

245 
17I 
155 

29 

DISCUSSION 

3 / 

$ 

/ 
: /  j "  

/ / ' ~ / × / ,  ~" 

//° 

/g 

L'ensemble des r6sultats obtenus 
permet de conclure que lorsque le fac- 
teur limitant de la culture est son acti- 
vit6 prot6olytique, le calcium devient 
un 616ment indispensable de sa crois- 
sance. En effet, dans les milieux con- 
tenant soit s6rumalbumine native, soit 

0 4 8 12 heurt~ 

Fig. 6. Croissance de B. megatherium lorsque la 
source de N e s t  le chlorure d ' ammonium 

I. Chlorure d ' ammonium seul (# = i.o) 
II .  Chlorure d 'amrnonium + Ca 

III .  Chlorure d ' ammonium + Ba 
IV. Chlorure d ' ammonium + Sr 

g61atine, soit aussi, bien que moins nettement, s6rumalbumine d6natur6e, seule l'addition 
de calcium permet d'obtenir des valeurs de la croissance totale et du taux de croissance 
qui 6galent pratiquement les valeurs trouv6es pour des cultures sans calcium obtenues 

partir de ces m~mes prot6ines, mais pr6alablement trait6es par la trypsine. La pr6sence 
dans les milieux de magn6sium, strontium ou de baryum ~ la m~me concentration que 
le calcium, et des 616ments oligodynamiques aux concentrations indiqu6es plus haut, 
ne montre pas d'effet analogue. On remarque bien une croissance initiale plus ou moins 
importante, mais celle-ci ne d6pend pas de l'activit6 prot6olytique des bact6ries; en 
effet, les cultures faites en l'absence de calcium donnent toujours une quantit6 de pro- 
t6ines pr6cipitable par l'acide trichlorac6tique, sensiblement 6gale ~ la quantit6 trouv6e 
dans les milieux st6riles correspondants, tandis que dans les cultures avec calcium, les 
prot6ines pr6cipitables disparaissent comme dans les milieux trait6s par la trypsine. 

L'observation des cultures sur prot6ine d6natur6e est fort int6ressante. Le com- 
portement des cultures avec calcium est pratiquement le m~me que dans le cas de la 
s6rumalbumine native additionn6e de calcium, mais chez les cultures sans calcium, la 
croissance initiale reste importante et la courbe repr6sentative de la croissance de la 
culture se rapproche de la courbe obtenue ~ partir  d'une culture avec calcium. Une telle 
croissance est trop importante pour ~tre justifi6e par la pr6sence des impuret6s apport6es 
par l'inoculum; elle ne se fait pas non plus aux d6pends des prot6ines du milieu, puisque 
celles-ci restent pr6cipitables par l'acide trichlorac6tique. On doit donc admettre que 
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les bact~ries trouvent dans les prot~ines d~natur~es une source d'azote autre que ceUe 
qui n~cessite une prot~olyse. Cette croissance en absence de calcium est beaucoup plus 
importante avec la s~rumalbumine d~natur~e qu'avec la g~latine, ce qui peut corre- 
spondre soit tt la difference dans la composition chimique de ces deux prot~ines, soit 
plut6t au fait que la gSlatine a ~t~ purifi~e par dialyse. 

Dans l'interpr~tation des r~sultats obtenus avec la prot~ose-peptone, on doit non 
seulement penser qu'il ne s'agit pas l~ d 'un materiel pur, mais aussi que la prot~ose- 
peptone n'est pas une prot6ine, mais un ensemble de substances r6sultant des premiers 
stades de la prot~olyse. Une partie au moins de ce materiel doit ~tre attaquable par 
les peptidases dont l 'action n'est pas li~e ~ la presence du calcium dans le milieu. On ne 
saurait donc s'attendre ~ ce qu'une addition de calcium donne des r~sultats aussi nets 
que ceux obtenus avec les prot~ines. Toutefois, la disparition de la p~riode d'induction 
et l 'augmentation du taux de croissance sont ~vidents. Le r61e du calcium se manifeste 
ici clairement, si on impose aux bact~ries des conditions de culture plus rigoureuses, en 
~liminant le succinate de sodium; la prot~ose-peptone devient alors source £ la lois de 
carbone et d'azote. Des essais pr~liminaires analogues effectu~s sur des milieux avec 
les prot~ines, avaient ~t~ n~gatifs, m~me apr~s addition de calcium. Tandis que dans 
le cas de la prot6ose-peptone, l'addition de calcium et m~me de strontium, donne lieu 

une croissance normale. En l'absence de ces m~taux, la croissance ne s'arnorce m~me 
pas malgr~ la presence de toutes les autres substances n~cessaires, notamment du 
magnesium. 

L'exp~rience r~alis~e avec le chlorure d 'ammonium n'est pas tout tt fait comparable 
aux exp6riences faites sur les autres milieux; la difference entre les milieux avec prot~ines 
et le milieu mineral d~passant le ph~nom~ne de prot~olyse. Mais l 'examen des courbes 
permet pourtant de tirer quelques consequences du comportement des trois m~taux 
alcalino-terreux. Le calcium ne pr~sente ici gu~re d'influence activatrice ou inhibitrice: 
ceci semble confirmer qu'il ne joue aucun r61e en dehors de son pouvoir activateur sur 
la prot~olyse. L'action inhibitrice du baryum se manifeste d'une mani~re plus ou moins 
~vidente dans tousles milieux, tandis que le strontium, inhibiteur puissant dans ce cas, 
renverse ainsi le r61e qu'il a dans la prot~olyse. Ainsi le strontium, dont on connait d~j~t 1 
la Iaible action activatrice sur les prot~inases bact~riennes et dont on a vu ici l'influence 
sur les milieux contenant des prot~ines, manifeste dans les milieux min~raux un effet 
inhibiteur. 

Nous sommes heureux de remercier ici MM. A. LWOFF ET J. MONOD de l ' Inst i tut  
Pasteur, de l'intSr~t qu'ils n 'ont  pas cess~ de manifester pour le present travail. 

R]~SUM~ 

B. megatherium a 6t6 cultiv6 dans des milieux ne comportant c o m m e  source d'azote  que  l'uno 
des  substances suivantes: s6rumalbumine native, s6rumalbumine d6natur6e, s~rumalbumine traitc~e 
par la trypsine,  g61atine, g~latine trait~e par la trypsine, "prot6ose-peptone Difco", la source de 
carbone 6tant du succinate de sodium, et eu outre, dans des milieux ne comportant comme source 
d'azote et  de  carbone,  que  de la prot~ose-peptone Difco. 

A ces  mi l i eux  ont  6t6 ajout6s ou non, tL la concentrat ion  de 5" Io-4  M,  Ca, Sr ou Ba. Les  r~sultats 
obtenus  montrent  que lorsque le  facteur l imi tant  le  d6ve loppement  de la culture es t  l 'act iv i t6  prot6o- 
l y t ique  des bact6ries, le calcium devient un ~16ment indispensable  de la croissance. Le strontium 
n'exerce  alors qu'une action tr~s faible, celle du baryuni est nulle. 
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Lorsque les bact6ries sent  cultiv6es en pr6sence de NH4C1 comme source d'azote, le calcium 
ou le ba ryum n 'ont  gu~re d'effet sur la croissance, alors que Faction du s t ront ium se manifeste par 
une inhibition tr~s nette. 

SUMMARY 

B. megatherium has been grown on media containing as the only source of nitrogen one of the 
following substances:  native, denatured, or t rypsin-treated serum albumin,  gelatin, trypsin-treated 
gelatin, "proteose-peptone Difco". The source of carbon was sodium succinate. Media were also used 
which contained only "proteose-peptone Difco" as source for both nitrogen and carbon. These media 
were used with or without the  addit ion of Ca, Sr, or Ba at  a concentrat ion of 5" lO-4 M. 

The results show tha t  when the factor l imit ing the  development of the culture is the  proteolytic 
ac t iv i ty  of the bacteria, Ca is indispensable for growth. Under these conditions, Sr is only sl ightly 
active and Ba is inactive. 

When  the bacteria are grown in the  presence of NH4C1 as source of nitrogen, Ca and Ba have 
scarcely any  effect on the  growth, while Sr has an inhibitory effect. 

ZUSAMMENFASSUNG 

B. raegatherium wurde auf N/~hrb6den goziichtet, die als einzigo Stickstoffquelle eine dot fol- 
genden Substanzen enthielten: natives, denaturiertes, oder mit  Trypsin vorbehandeltes Serum- 
albumin,  Gelatine mi t  oder ohne Trypsin-Vorbehandlung, "Proteose-Popton Difco". 

Als Kohlenstoffquelle wurde Natr iumsuccinat  verwendet. Ausserdem wurdon NAhrb6den ge- 
braucht,  die als Stickstoff- und als Kohlenstoffquello Proteose-Pepton Difco enthielten. Diese Nilhr- 
b6den wurden mi t  und  ohne Zusatz von 5" lO-4 M Ca, Sr oder Ba gepriift. 

Die Vorsuchsergebnisse haben gezeigt, dass da, we die proteolytische Aktivit/it  der Bakterien 
die Entwicklung der Kul tur  hemmt,  Calcium fiir das Wachs tum unbedingt  notwondig ist. St ront ium 
wirkt unter  diesen UmstAnden nur schwach, Barium gar nlcht. Worm die Bakterien in Gegenwart 
von NH,C1 als Stickstoffquelle geziichtet worden, dann  haben Calcium und Bar ium keine Wirkung 
auf das Wachs tum,  w/ihrend Stront ium dasselbe hemmt.  
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