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La scission de l'acétylacétate en deux restes en C, a été découverte par LEANINGER?
avec des suspensions d’Escherichia coli. La réaction observée est une scission hydro-
lytique de I'acétylacétate en deux molécules d’acétate:

CH,COCH,COOH + H,0 —— 2 CH,COOH (A)

STADTMAN ET BARKER?*3, avec des extraits de Clostridium kluyveri et COHEN ET
CoHEN-BAZIRE® %6 avec des suspensions de bactéries butyriques ont observé une
réaction semblable. Nous avons trouvé une scission hydrolytique, alors que STADTMAN
ET BARKER observent une scission phosphoroclastique de I'acétylacétate en acétyl
phosphate et acétate. Cette différence doit étre attribuée a la présence d’acétylphos-
phatase dans nos suspensions. NIsMaAN’, utilisant des extraits des mémes bactéries,
obtenus par ultrasonation des suspensions, trouve que des quantités importantes
d’acétylphosphate sont formées a partir de pyruvate, alors que les cellules entiéres ne
Jlaissent pas apparaitre cet intermédiaire.

La réaction inverse, c’est a dire la synthése d’acétylacétate a partir d’acétylphos-
phate et d’acétate, a été postulée par LiPMANNS® dans la synthése de butyrate a partir
de pyruvate. STADTMAN ET BARKER?, essayant de réaliser cette réaction a I’aide de leurs
extraits, trouvent de petites quantités, cependant significatives, d’'un acide B-cétonique.
Cet acide s’accumule en plus grande quantité en présence de cyanure. Leurs extraits,
incubés avec de l'acétate, de l'acétylphosphate et de I’hydrogéne, synthétisent du
butyratel®; par contre, l'acétylacétate, incubé avec de I’hydrogeéne dans les mémes
conditions donne naissance molécule pour molécule a du p-hydroxybutyrate qui ne subit
aucune transformation ultérieure. Dans ces conditions, on n’obtient que des traces de
butyrate. Ces résultats conduisent STADTMAN ET BARKER a la conclusion que l'acétyl-
acétate n’est pas un précurseur du butyrate. Ce point de vue est renforcé par des
expériences de ces auteurs effectuées avec des composés marqués avec du 14C.

D’autre part, nous avons montré® que des suspensions de bactéries butyriques
peuvent utiliser le lactate et le pyruvate comme donateurs d’hydrogéne pour la trans-
formation acétylacétate —> butyrate. En particulier, les suspensions ‘‘déficientes’1?
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qui ne forment que de I’acétate si on les incube avec du pyruvate ou de I'acétylacétate,
produisent du butyrate par incubation simultanée avec ces deux substrats.

A la suite des résultats de STADTMAN ET BARKER, il nous a paru intéressant d’étudier
la réduction de l'acétylacétate par 'hydrogéne moléculaire avec nos microorganismes.
1l était également indiqué de comparer la fermentation du S-hydroxybutyrate en
atmosphére d’hydrogéne avec celle obtenue dans le vide.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les organismes que nous avons utilisés sont : Clostridium saccharobutyricum, souche
GR, et Clostridium acetobutylicum, souche PC,q.

Le mode d’obtention des suspensions bactériennes et le dosage des acides volatils
ont été décrits précédemment!® de méme que la préparation et le dosage de I'acétyl-
acétate et du B-hydroxybutyrate®.

A. Non-fermentescibilité du B-hydroxybutyraie en atmosphéve @’ hydrogéne

Nos résultats sont consignés dans le Tableau I.
On trouvera dans le Tableau IT un rappel des résultats obtenus a partir de sus-
pensions identiques agissant sur le méme substrat, mais dans le vide,

TABLEAU 1
NON-FERMENTESCIBILITE DU f-HYDROXYBUTYRATE EN ATMOSPHERE D'HYDROGENE

Les suspensions sont préparées comme indiqué précédemment!l. Chaque cupule de Warburg
contient dans sa partie principale du tampon phosphates M/45, le substrat et 1'eau jusqu’au volume
adéquat; o.5 ml de suspension bactérienne dans la partie latérale; 0.2 ml de KOH a 20%, dans le
puits central. Volume total: 3.2 ml. La suspension ct le substrat sont mélangés aprés un temps
d’équilibration de 15 minutes. Température: 37° C. pg 7. Phase gazeuse: hydrogene. Les chiffres
ont été corrigés en défalquant 'absorption d’hydrogeéne par la suspension sans substrat. Les résultats
sont exprimés en micromoles.

S Hydrogeéne B-hydroxybutyrate
ouche o
consommé initial final
Cl. saccharobutyricum o 13.7 13.5
Cl. sacchavobutyvicum o | 13.7 13.4
Cl. acetobutylicum o : 13.7 13.6
TABLEAU 11

FERMENTESCIBILITE DU ﬂ~HYDROXYBUTYRATE DANS LE VIDE

Le nombre de milligrammes d’azote bactérien par tube figure sous le nom de la souche utilisée.
Tampon phosphates M/30 & pH 7. Volume total: 2o ml. Durée de I'incubation: zo heures. Résultats
exprimés en micromoles.

B-hydroxybutyrate Acidité
Souche e Acétone | volatile | Butyrate | Acétate
initial final |consommé§ totale

Cl. acetobutylicum

(4.2 mg) 3200 2000 1200 37 1560 900 660
Cl. saccharobutyricum

(7 mg) 3200 1675 1525 12 2132 948 1184

t
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Ces résultats montrent que, contrairement a ce qui se passe dans le vide, le B-
hydroxybutyrate n’est pas métabolisé en atmosphére d’hydrogéne. Cette dernitre

observation est en accord avec les faits observés par STADTMAN ET BARKER.

B. Réduction de Uacétylacétate par Uhydrogéne moléculaire

La Fig. 1 montre que ’acétylacétate est réduit par les suspensions de bactéries
butyriques en présence d’hydrogéne moléculaire.
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que 25 4 30% de l'acétylacétate disparu sont ”g o A"Ty ’acf 3
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leurs extraits. Dans le cas qui nous intéresse, la plus
grande partie de I’acétylacétate non réduit en B-hy-
droxybutyrate est scindé en acétate, alors qu’une
faible partie seulement est réduite en butyrate. Les
résultats de nos expériences relatives a la réduction
de l'acétylacétate par P'hydrogéne moléculaire se
trouvent dans le Tableau III.

Fig. 1. Réduction de l'acétylacétate
par 'hydrogéne moléculaire. Partie
principale de la cupule de Warburg:
43 micromoles d’acétylacétate, tam-
pon phosphates 3M/45, H,O au volume
adéquat. Partie latérale: o.5 ml sus-
pension bactérienne. Dans le puits
central: 0.2 ml KOH a 20%,. Temps
d’équilibration avant le mélange: 15
minutes

TABLEAU 111
Clostridium acetobutylicum
REDUCTION DE L’ACETYLACETATE PAR L’HYDROGENE MOLECULAIRE

Mémes conditions expérimentales que dans le Tableau I. Dans les cas oil les acides volatils ont
été dosés, les expériences ont été effectuées dans une série de 6 A 8 cupules de Warburg. Comme la
consommation d’hydrogéne était identique dans les diverses cupules, leurs contenus étaient mélangés
a la fin de l'expérience et les dosages faits sur une partie aliquote. Les chiffres sont corrigés par
défalcation de I'absorption d’hydrogéne et de la quantité d’acides volatils formés par la suspension
seule. Résultats exprimés en micromoles.

Acétylacétate N
Hydrogenz p-hydroxy- Butyrate Acétate
initial consommé consomm butyrate
43 43 32 11 — —
43 43 28 10 — —
344 344 208 104 50 300
L -

C. Existence d’une déshydrogénase de Dacide B-hydroxybutyrique dans les suspensions de
bactéries butyriques

NismaN, COHEN-BAZIRE ET COHEN!? ont montré en utilisant la technique de THUN-
BERG la présence d’une déshydrogénase B-hydroxybutyrique dans les suspensions des
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souches GR, et PCy. En utilisant la technique manométrique avec I'oxygéne comme
accepteur d’hydrogéne, ils ont pu étudier la nature des produits formés. Les résultats
de ce paragraphe sont extraits de leur travail.

On voit d’aprés le Tableau IV que la réaction est complexe: outre Pacétylacétate,
il se forme du butyrate et de Pacétate. Les résultats du Tableau V montrent que le
rapport du B-hydroxybutyrate disparu & l'oxygéne consommé est voisin de 2, ce qui
nous permet d’écrire la réaction

CH,CHOH CH,COOH + Y% O, —> CH;COCH,COOH + H,0 (B)

TABLEAU IV
PRESENCE D'UNE DESHYDROGENASE f-HYDROXYBUTYRIQUE CHEZ Cl. saccharobutyvicum
1400 micromoles de pL-f-hydroxybutyrate de Na en tampon phosphates de py 7.1. Volume

total: 40 ml. Azote total de la suspension bactérienne: 20 mg. Température: 37° C. 120 minutes
d’agitation a I'air dans des fioles coniques. Résultats exprimés en micromoles.

B-hydroxybutyrate| Acétylacétate Acétate Butyrate
consommé formé formé formé
814 r 257 565 115
TABLEAU V

PRESENCE D'UNE DESHYDROGENASE f-HYDROXYBUTYRIQUE CHEZ Cl. saccharobutyricum

Dans chaque cupule de Warburg, 33.5 micromoles de DL-f-hydroxybutyrate de Na + 1 ml de
suspension bactérienne + tampon phosphates M /6o (pH 7). Volume total: 3.2 ml (0.2 ml KOH
4 20%, dans la partie centrale), Phase gazeuse: air. Température: 37° C. Arsénite: 3M/300. Durée
des expériences: 120~140 minutes. Environ 5.5 mg. N bactérien par ml de suspension. Résultats
exprimés en micromoles.

——‘B-hydroxy- —0 - A(;étyl- ﬂ-hydroxy Acétylacétatc
butyrate 2 acétate | T 0q o 0.
e e —— -
L 30 16.9 16.6 ! 1.8 1
1I. 32 16.6 16 | 1.9
1lla. 31 16.5 18.5 | 8
IITb. Idem — 7.6 14.7 ‘
+ arsénite j
o

)

Par contre, le rapport de Pacétylacétate apparu a4 l'oxygéne consommé est loin
d’étre le rapport théorique, une partie notable de l'acétylacétate étant transformée en
acides volatils comme nous 'avons vu au Tableau IV.

En présence d’arsénite de sodium & une concentration convenable, la fermentation
du B-hydroxybutyrate ainsi que la scission hydrolytique de acétylacétate peuvent étre
inhibéesé. Nous voyons au Tableau V un effet analogue: en présence d’arsénite, Pacétyl-
acétate n’étant pas sollicité par une réaction parasite, le rapport de Pacétylacétate formé
a l'oxygeéne consommé se rapproche du rapport théorique égal a 2.

D. Action de Uarsénite de sodium sur la réduction de Dacétylacéiate par Uhydrogéne molé-
culaire

Nous avions vu que 'arsénite de sodium 4 la concentration de 103 M inhibe la
scission de l'acétylacétate en acétate®. A une concentration plus élevée, il inhibe la
fermentation du B-hydroxybutyrate qui a lieu, nous venons de le voir, par l'inter-
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médiaire de 'acétylacétate. Si I'on admet que c’est le méme enzyme qui effectue la
déshydrogénation du B-hydroxybutyrate et la réduction de Pacétylacétate en 8-hydroxy-
butyrate, il est probable que larsénite inhibera cette réduction. Ceci nous conduit a
I'étude de l’action de Dlarsénite sur la réduction de l'acétylacétate par I'hydrogene
moléculaire. Rappelons que cet inhibiteur est sans action sur la réduction de I'acétyl-
acétate par le pyruvate®.

Les bilans du Tableau VI montrent qu’en présence d’acétylacétate et d’arsénite
M/300:

a. le rapport de Phydrogéne consommé a lacétylacétate métabolisé est plus que
doublé; b. on ne trouve plus que des traces de 8-hydroxybutyrate; c. il ne se produit
plus aucune scission de l'acétylacétate et le butyrate est le produit principal sinon
unique de la réaction.

TABLEAU VI
Cl. acetobutylicum. REDUCTION DE L’ACETYLACETATE PAR L'HYDROGENE MOLECULAIRE,
EN ABSENCE ET EN PRESENCE D’ARSENITE
Mémes conditions aue dans le Tableaun III.
Arsénite M/300.

Acétyla(f:éjate Hydrogéne p -;L};dr(;)t(g_ Acétate | Butyrate H, But H,
s consommé yr formé formé | AcAc| AcAc| But
initial |consommé formé
I.
Sans arsénite 344 344 208 104 300 50 0.6 0.14 4
Avec arsénite™ 344 184 264 8 10 144 1.4 0.78 1.8
II.
Sans arsénite 43 43 28 10 — — 0.65 — —
Avec arsénite i 258 246 432 6 40 200 1.75 | 0.81 2.1
i

* Expérience arrétée alors que la consommation d’hydrogéne continuait.
AcAc = acétylacétate; But = butyrate.

E. Mécanisme de I action inhibitrice du D- 2-(pantoylamino)éthylsulfono-g-nitroanilide sur
la formation de butyrate 4 partir de pyruvate

CoHEN?® avait observé que cet analogue de 'acide pantothénique exercait une action
inhibitrice 4 des concentrations assez élevées sur la formation de butyrate & partir de
pyruvate sous I'influence de suspensions de bactéries butyriques. D’autres analogues de
l’acide pantothénique n’exercaient pas un tel effet. Un rapprochement avait été fait
a Iépoque par 'auteur entre cet effet et I'intervention probable du coenzyme A, con-
tenant de l'acide pantothénique, sur la condensation de deux restes en C, en un corps
en C,, précurseur du butyrate. Une analyse plus poussée du phénoméne nous a montré
qu’il n’en est rien. Des expériences en tubes de THUNBERG nous ont montré que le
nitroanilide de la pantoyltaurine recolore la phénosafranine réduite par les suspensions,
donc qu’il est un accepteur d’hydrogéne. On congoit dés lors qu’il puisse rentrer en
compétition avec le corps én C, provenant de la condensation de deux molécules d’acétate
vis a vis de ’hydrogéne provenant du pyruvate. Ceci explique également la nécessité
de fortes concentrations de Plinhibiteur qui joue simplement le role d’un accepteur
d’hydrogéne parasite. Cette explication est confirmée par les résultats du Tableau VII
qui montrent la consommation d’hydrogéne par les suspensions en présence de cet
inhibiteur, ainsi d’ailleurs qu’en présence de nitroaniline,
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TABLEAU VII

REDUCTION DU NITROANILIDE DE LA PANTOYLTAURINE ET DE LA NITROANILINE
PAR L'HYDROGENE MOLECULAIRE. Cl. saccharobutyricum

Partie principale de la cupule de Warburg: environ 4 micromoles de dérivé nitré, tampon phos-
phates M/45 (pH 7), HyO au volume adéquat. Dans la partie latérale: o.25 ml de suspension bacté-
rienne (4 mg N bactérien par ml). Dans la partie centrale: 0.2 ml KOH & 209%,. Volume total: 3.2 ml.
Température: 37° C. Durée de l'expérience: 210 minutes. Résultats exprimés en micromoles.

Substrat Hydrogéne consommé
Nitroaniline 85
Nitroanilide

de la pantoyltaurine 9.4

Ceci est un cas supplémentaire de réduction de corps nitrés par les bactéries, fait
déja observé avec la chloromycétine! et la furacine!s entre autres. En particulier, la
chloromycétine inhibe la réduction des nitrates en rentrant en compétition avec ces
derniers vis a vis de ’hydrogéne provenant des substrats réducteurs?®,

DISCUSSION

Dans le cas des suspensions ‘“normales™!, on ne peut pas exclure la possibilité que
la petite quantité de butyrate trouvée lors de la réduction de l'acétylacétate provienne
d’une scission préalable de l'acétylacétate suivie d’'une recondensation de deux restes
en C, en un autre intermédiaire en C,. Ceci est moins probable dans le cas des suspensions
“déficientes”, qui sont incapables de synthétiser du butyrate si on ne leur fournit pas
un corps en C, préformé.

L’inhibition par larsénite de la scission de l'acétylacétate et de la transformation
de lacétylacétate en B-hydroxybutyrate nous a permis d’éliminer la possibilité d'une
scission préalable en méme temps qu’elle a permis de montrer que le f-hydroxybutyrate
n’est pas un intermédiaire de la transformation acétylacétate —— butyrate.

Le schéma suivant résume nos résultats:

) (I1I) (IV)
2 CH,COOH < CH,COCH,COOH — X (?) —> CH,CH,CH,COOH
* X ¢
l (1D réaction
CH,CHOH CH,COOH * inhibée par l'arsénite

En P'absence d’arsénite, trois réactions peuvent solliciter Pacétylacétate: scission
en acétate, réduction en B-hydroxybutyrate, réduction en butyrate.

Nos résultats montrent qu’en présence d’arsénite, les deux premiéres réactions sont
inhibées et que deux molécules d’hydrogéne sont utilisées par molécule de butyrate
synthétisé. La réaction globale en présence d’arsénite peut s’écrire comme suit :

CH,COCH,COOH -+ 4 H — CH,CH,CH,COOH + H,0 (II1 + 1V)
Cette réduction peut impliquer un intermédiaire dans le méme état d’oxydation

que le S-hydroxybutyrate, ce composé lui-méme étant exclu comme intermédiaire de
la synthése d’acide butyrique par les organismes étudiés dans ce travail.
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On congoit facilement que dans le vide, la réaction

CH,COCH,COOH + 2 H —> CH,CHOH CH,COOH (II)

ait lieu vers la gauche, alors qu’en atmosphére d’hydrogéne, I’équilibre est déplacé vers
la droite, le B-hydroxybutyrate n’étant alors plus fermenté.

Ces résultats ne nous permettent pas d’affirmer que l'acétylacétate est un inter-
médiaire 7éel de la synthése d’acide butyrique par les bactéries butyriques et acétono-
butyliques. Toutefois, ils montrent que l'acétylacétate peut étre réduit en butyrate.

RESUME

Les suspensions de bactéries butyriques ne fermentent pas le f-hydroxybutyrate en atmosphére
d’hydrogéne, contrairement a ce qui se passe dans le vide. L'acétylacétate est réduit par I'’hydrogéne
moléculaire: le produit principal de la réduction est le 8-hydroxybutyrate; on trouve également de
faibles quantités de butyrate. En présence d’arsénite, la réduction de I'acétylacétate en f-hydroxy-
butyrate est inhibée et le butyrate est le seul produit de la réaction. La réduction de 'acétylacétate
en butyrate ne comporte pas de scission préalable de 'acétylacétate suivie d’une recondensation en
un autre intermédiaire en C,.

SUMMARY

Contrary to what occurs i# vacuo, f-hydroxybutyrate is not fermented by suspensions of butyric
acid bacteria in a hydrogen atmosphere. Acetoacetate is reduced in the presence of molecular
hydrogen, f-hydroxybutyrate being the main product of the reduction; only small amounts of
butyrate are found. In the presence of arsenite, the reduction of acetoacetate into 8-hydroxybutyrate
isinhibited and butyrate is the only product of the reaction. The reduction of acetoacetate to butyrate
occurs without splitting of acetoacetate to two C, residues followed by a recondensation to another
C, intermediate.

ZUSAMMENFASSUNG

Suspensionen von Buttersiurebakterien vergiren in Wasserstoffatmosphire f-Hydroxybutyrat
nicht; dies steht im Gegensatz zu den Vorgingen im Vakuum. Acetessigester wird durch molekularen
Wasserstoff reduziert: das Hauptprodukt der Reduktion ist g-Hydroxybutyrat; man findet auch
geringe Mengen von Butyrat. In Gegenwart von Arsenit wird die Reduktion des Acetessigesters zu
fB-Hydroxybutyrat gehemmt und das Butyrat ist das einzige Reaktionsprodukt. Die Reduktion des
Acetessigesters zu Butyrat geschieht ohne vorherige Spaltung des Acetessigesters in zwei C,-Spalt-
stiicke mit darauf folgender erneuter Kondensation zu einem anderen C,-Zwischenprodukt.
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