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SUR LE M~:TABOLISME At~ROBIE ET ANAI~ROBIE D E  E. COLI 

par  

J E K I S I E L  SZULMAJSTER,  M A R I A N N E  G R U N B E R G - M A N A G O  ET 
A N N I E  PR O U V OS T 

Inst i tut  de Biologie Physico-Chimique, Paris  (France) 

Dans une s6rie de m6moires consacr6s ~t la fermentation et ~ la respiration de 
E. coli, AUBEL ET SZULMAJSTER 1, 2 6taient arriv6s ~ la conclusion que E. coli, ana6robie 
facultatif, ne poss~de pas, en pr6sence d'oxyg~ne, un syst~me respiratoire du type 
WARBURG-KEILIN. I1 se comporte plut6t comme un ana6robie strict qui, grace ~ un 
m6canisme ~ 61ucider, fixe l'hydrog~ne provenant du processus fermentaire sur l'oxyg~ne, 
agissant comme accepteur au mSme titre que le bleu de m6thyl~ne. C'est un exemple 
d'un microc:rganisme a6robie facultatif ayant ~ l'air un syst~me de catabolisme gluci- 
clique du type fermentaire. 

R6cemment FOWLER 3 a montr6 que, dans une culture de E. coli en voie de croissance 
exp6nentielle, le remplacement de l'air par un m61ange N~ + CO2 entralne un arr~t 
imm6diat de la croissance. Apr~s un temps de latence de 3o-5 o minutes, la croissance 
reprend et atteint ~ peu pros la m~me vitesse qu'en a6robiose. Durant la phase de 
latence il n'y a pas de consommation mesurable de glucose. L'auteur arrive ~ la con- 
clusion que l'utilisation ana6robie du glucose par E. coli d6pend d'un syst~me enzymati- 
que adaptatif. FOWLER n'a pas identifi6 ce syst&me. 

Nous avons repris la question et d6montr6 que le syst~me enzymatique en cause 
est l'hydrog~nely~se, inactiv6e par l'a6ration au cours de la croissance. 

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

Techniqz~es 
Les exp6riences ont  6t6 faites avec la souche (MONOD) de E. coli provenan t  de l ' Ins t i tu t  Pasteur,  

cultiv6e sur  le milieu synth6t ique su ivant :  PO4KH 2 27.2 g; SO4(NH,) ~ 4.0 g; SO4Mg, 7 HzO 0. 4 g; 
C12Ca o.oi  g; SOiFe, 7H20 0.o05 g; glucose io.o ou 2.o g; amend g p H  7.4 avec N a O H  io N;  eau 
pour  IOOO ml. En  outre,  dans  certaines exp6riences on a ajout6 io ml d 'ex t ra i t  de levure ~ IO%, 
par  litre de milieu. Le glucose et l ' ext ra i t  de levure sont  stdrilis6s ~ pa r t  et ajout6s asept iquement  
au milieu. 

Les bact6ries sont  tou jours  cultiv~es ~ l'air, soit avec agitat ion (a~ration/orc~e = Saf), soit sans 
agi tat ion ( ioo ml de milieu dans  des erlenmeyers de 300 ml-anatrobiose partieUe = Sap). Les bact6ries, 
apr~s i6 heures de culture, sont  lav6es deux lois avec du chlorure de sodium A 0.9 % puis suspendues 
dans du t a m p o n  phospha te  M]I5 ~ p H  7. Les exp6riences de croissance sont  faites ~ 37 ° dans  un 
r6cipient pr6c6demment  d6crit 4. L'a6robiose est assur6e par  barbotage  d 'air  pr6alablement  st6rilis6; 
l 'anaerobiose,  par  barbotage  d'azote, d6barrass6 des traces d 'oxyg~ne par  passage dans  un four 

500 °, con tenan t  de la tournure  de cuivre. 
Les pr61~vements sont  fairs ~ intervalles de t emps  donn~s pour  mesurer  la croissance des 

bact6ries et le glucose disparu.  Les mesures  de densit6 bact6rienne sont  faites pa r  opacim6trie 
l '61ectrophotom~tre de MEUNIER, avec  ~cran bleu et exprim6es en poids sec d 'apr~s une courbe 
s tandard.  On sait que pour  E. coli 5, le r appo r t  entre  le poids sec et la densit6 optique ne varie pas 
sensiblement  au cours de la croissance. La densit6 bact6rienne est exprim6e en divisions du t a m b o u r  
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de l '61ectrophotom~tre et convertie en logari thme de base deux, convention qui, d 'aprbs  MONOD s, 
facilite l '6valuat ion du t aux  de croissance. 

L 'act ivi t6 deshydrog6nasique est  mesur6e pa r  la technique de T~O~SERG et exprim6e en QBM 
ml d 'hydrogbne transf6r6 au bleu de m6thylbne par  mg de poids sec de bact6ries et pa r  heure. 

L'act ivi t6 hydrogbnelyasique est  mesur6e dans  l 'appareil  de WARBIJRG en a tmosphbre  d 'azote et 
exprimde en QH2- Les deshydrogdnases et l 'hydrogbnelyase sont  plus actives lorsque les bact6ries 
sont  cultivdes sur  milieu peptone-glucos6 que sur le milieu synth6tique.  Aussi avons-nous  employ6 
le milieu pepton6 pour  cette 6tude. I1 6tait inutile d 'a jou ter  du formiate au milieu de culture, la 
d6gradation du glucose par  E. coli produisan t  le formiate n6cessaire/~ la formation de l 'hydrogbnelyase,  
enzyme adaptat i f .  

La respirat ion et la fe rmenta t ion  sont  mesur6es par  la technique de \VAR~URG. Pour  doser les 
produi ts  form6s au cours de la d6gradat ion du subs t r a t  chaque essai est fait en triple. On r6unit  
5~ la fin de l 'exp6rience le contenu des trois cupules, on d6proteinise pa r  l 'acide perchlorique ~ 5/o~/ 
(concentrat ion finale) et on effectue les dosages sur  les liquides surnageants .  Tous l e s  dosages init iaux 
sont  faits dans les m6mes conditions. Les chiffres donn6s dans les tab leaux sont  obtenus  en d6falquant  
ceux des dosages initiaux. 

Tous les dosages sont  fairs pa r  les m6thodes indiqu6es pr6c6demment  ~ ~ l 'exception de l'acide 
lactique dos6 pa r  la m6thode de BARKER ET SUMMERSON 7, de l 'acide pyruv ique  par  la m6thode de 
Lu  ve t  de l 'alcool pa r  la m6thode de NICLOUX, LE BRETON ET DONTCHEFF 8. 

RESULTATS 

Dans un travail ant6rieur 8 nous avons constat6 que les bact6ries developp6es ~ l'air 
sans agitation (Sap) sont capables de fermenter le glucose avec un d6gagement d'an- 
hydride carbonique et d'hydrog~ne. Si le syst~me fermentaire de E. coli est adaptatif, 
les bact~ries cultiv6es dans des conditions d'a6ration forc~e (S~f) doivent perdre leur 
pouvoir de fermenter d'embl6e le glucose. Nous avons donc 6tudi6 comparativement 
la d~gradation du glucose en ana~robiose, avec les suspensions Saf et Sap. 

Alors que le d6gagement d 'anhydride carbonique et d'hydrog~ne est imm6diat pour 
les suspensions Sap ~ partir  du glucose en ana6robiose (Fig. I, courbe I), les bact6ries 
S~f ne d6gagent ni anhydride carbonique ni hydrog~ne (Fig. I, courbe 2). Cependant, 
apr6s une phase de latence d'une heure environ, le d6gagement d'hydrog~ne et de gaz 
carbonique peut reprendre (Fig. I, courbe 2 et Tableau I). Les r6sultats sont les m~mes 
quel que soit le moyen utilis6 pour assurer l'ana6robiose (atmosph6re d'azote ou atmo- 
sphere d'azote-gaz carbonique). Nous retrouvons ainsi les r6sultats de FOWLER; la 
diff6rence de technique, bact6ries en croissance ou bact6ries en suspension dans le 
tampon, ne parMt pas, pour l'essentiel, les modifier. Le temps d'adaptation est simple- 
ment plus long avec les bact~ries non prolif&antes. La quantit6 de glucose disparu dans 
la premiere heure, err ana6robiose, est touiours la m~me, quelle que soit la suspension 
bact~rienne: Saf ou Sap, bien que dans le premier cas il n 'y  ait pas de d6gagement 
gazeux. 

On voit, d'apr~s le Tableau II, qu'il se produit une accumulation ana6robie d'acide 
formique avec lea suspensions Sal et pas de d6gagement d 'anhydride carbonique. Au 
contraire, avec les suspensions Sap on ne trouve qu'une quantit6 n6gligeable d'acide 
formique, mais il se produit un d6gagement d'anhydride carbonique. La quantit6 
d'acide formique accumul6e dans le premier cas correspond ~ l 'anhydride carbonique 
d6gag6 dans l 'autre. I1 n 'y  a pas d 'autre diff6rence dans la nature des produits form~s 
au cours de la fermentation du glucose. Les m~mes r~sultats sont obtenus lorsque l'on 
emploie le pyruvate  comme substrat (Tableau III  et Fig. I, courbes 3 et 4). Ici aussi, 
la quantit6 d 'anhydride carbonique d6gag6e dans un cas correspond & l 'augmentation 
d'acide formique form~ dans l 'autre. Par contre, lorsque ces m~mes exp6riences sont 
faites en a~robiose, avec les deux sortes de suspensions S~I et Sap, il n 'y  a jamais d'ac- 
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cumulation d'acide formique. La quantit6 d 'anhydride carbonique d@gag6e par les 
bact@ries S~f (et le QR) sont toujours 6gaux, sinon sup6rieurs ~ ceux observ6s avec les 
bact@ries Sap (Tableau IV). i e s  suspensions S~/peuvent  donc d6grader le formiate en 
a6robiose, mais sont incapables de le d6composer en ana6robiose. I1 est clair que l 'enzyme 
responsable de la d6gradation du formiate en ana6robiose n 'apparai t  pas lorsqu'il y 
a a6ration forc@e durant  la croissance des bact6ries. Or, on sait pr6cis@ment depuis 
Yudkin 9, que l 'hydrog~nelyase de E. coli* est absente dans ces conditions. Effectivement, 
les r~sultats du Tableau V montrent  que, chez les bact6ries S.I l 'hydrog~nelyase est 
absente, alors que la formico-deshydrog~nase reste toujours tr~s active. I1 faut  donc 
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Fig. I. D 6 g a g e m e n t  de CO 2 + H 2 en ana4robiose  pa r  les suspens ions  Sap et  Sai de E .  coli. Exp6r ience  
fai te d a n s  1'apparel1 de W a r b u r g .  C haque  cupule  con t i en t :  i ml  de suspens ion  bact6r ienne  ( =  3 m g  
de poids  see), 0. 5 ml  de s u b s t r a t  (glucose M / 9 o  e t  p y r u v a t e  M ] 6 o ,  concen t ra t ions  finales), o.2 ml  
d ' a ccep t eu r  d ' hyd rog~ne  ( fumara t e  et  n i t r a t e  ~//IOO, cone. f inales);  comple t6  X 2 ml, 5 avec  du 

t a m p o n  p h o s p h a t e  M [ I  5 ~ p H  6.8. Le s u b s t r a t  es t  a jou t6  apr~s io m i n u t e s  d '4quil ibre ~ 37 °. 

admet t re  que l 'enzyme responsable de la d6gradation du formiate en ana6robiose est 
l 'hydrog~nelyase, tandis qu'~ l'air, le formiate est d@grad6 par la formico-deshydrog~nase. 
Ceci explique l 'accumulation du formiate en ana6robiose (Tableau II) et non en a@robiose 
(Tableau IV). 

Le Tableau I fait ressortir aussi que les autres produits form6s au cours de la 
d6gradation du glucose sont les m~mes, que E. coli suit cultiv6 avee ou sans agitation. 
D 'au t re  part ,  ni l 'activit6 deshydrog~nasique, ni le proeessus respiratoire en g6nHal, 
ne sont modifi6s par l'a6robiose forc6e. M6me duns ce dernier cas, la respiration ne 
semble p a s s e  fake par la voie des acides di- et tricarboxyliques. Le Tableau VI montre  

* N o u s  a v o n s  d ' a u t r e  p a r t  d4montr61° que  l ' hydrog~ne lyase  es t  un  e n z y m e  bien  d is t inc t  de la 
f o r m i c o - d e s h y d r o g 4 n a s e  et  de l 'hydrog@nase.  
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T A B L E A U  I 

D]~GAGI~MENT D ' H  2 ET  DE C O  2 PAR LA SUSPENSION S a f  EN PRI~SENCE DE GLUCOSE 

Chaque  cupule  de l ' appa re i l  de W a r b u r g  con t i en t  : I ml  de suspension Saf ( =  3 mg  de poids  sec ) 
0. 5 ml  de glucose (M/9o,  conc. finale), 0.2 ml  de n i t r a t e  (~ / / ioo ,  conc. finale);  compl6t6  ~ 2.5 ml 
avec  du t a m p o n  p h o s p h a t e  2~r/15/t p H  6.8. Le s u b s t r a t  es t  a jout6  apr~s IO mi nu t e s  d '6qui l ib re  A 37 ~. 
La  q u a n t i t 6  d ' H  2 d6gag6 est  calcul6e d ' aprbs  la " m ~ t h o d e  d i rec te" .  A t m o s p h e r e :  azure purifi6. 

Tomps en ml d 'H 2 ddgagd ml de CO a ddgagd 

minutes avec nitrate sans nitrate avec nitrate sans nitrate 

IO o o 26 o 
20 o o 46 o 
3 ° o o 80 o 
4 ° o 19.5 lO8 io  
5 ° o 41 I4o 45 
60 o 67 172 89 
7 ° o 96 202 135 

T A B L E A U  I I  

DI~GRADATION ANA£ROBIE DU GLUCOSE PAR E .  cu l l  CULTIV]~ 2~ L ' A I R  AVEC OU SANS AGITATION 

Chaque  cupule  de l ' a p p a r e i l  de W a r b u r g  con t i en t :  I ml  de suspension bac t6r ienne  ~ 6 mg  
de poids  sec; 0.5 ml  de glucose conc. f inale M/9o ;  compl6t6  ~ 3 ml  avec  t a m p o n  p h o s p h a t e  M / I  5 

p H  6.8. Le s u b s t r a t  es t  a jout6  apr6s io  m inu t e s  d '6qui l ibre  /~ 37 °. Les dosages ont  6t6 effectu6es 
sur le con tenu  des t rois  cupules.  Les chiffres sont  calcul6s en mg  de carbone.  Dur~e de l ' exp6r ience:  
60 minutes .  

Bactdries cuUivdes Bactdries cultivdes 
sans agitation avec agitaAion 

(sap) (saf) 

Glucose d i spa ru  8.8 8.65 

P rodu i t s  form6s en 
% du glucose d i spa ru  

Acide p y r u v i q u e  1.2 1. 9 
Acide l ac t i que  I 1.3 5 .2 
Acide ac6 t ique  32.3 38.3 
Alcool  6 thy l i que  19.7 2o.o 
Acide fo rmique  0.9 II.O 
CO z 9.8 o 

% de C re t rouv6  75.2 76.4 

T A B L E A U  I I I  

DI~GRADATION ANAI~ROBIE DU PYRUVAT]~ PAR E .  coti  CULTIVI~ ~. L 'AIR  AVEC OU SANS AGITATION 

M6mes cond i t ions  que darts le Ta b l e a u  I, mais  le glucose est  remplac6  pa r  le p y r u v a t e  conc. 
f inale M/4o ;  i ml  de suspens ion  bac t6 r i enne  = 7 mg  de poids  sec. Les chiffres sont  calcul6s en mg  
de carbone.  

Bactdries cultivdes Bactdries cultivdes 
sans agitation avec agitation 

(Sap) (Saf) 

P y r u v a t e  d i s pa r u  13. 5 13. 5 

P r o d u i t s  f o r m , s  : 

Acide formique  lO.8 14.1 
CO 2 3.2 1.4 
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T A B L E A U  IV 

DEGRADATION AI~ROBIE DU GLUCOSE PAR E .  coli CULTIV~ .~ L'AIR AVEC OU SANS AGITATION 

MSmes condi t ions  que dans  le Tab leau  I mais  I ml  de suspens ion  bac t6 r i enne  = 7 mg  de po ids  
sec. Les chiffres sont  calcul6s en m g  de carbone.  

Bactdries cultivdes Bactdries cultivdes 
sans agitation avec agitation 

(Sap) (Sa~) 

Glucose d i sparu  7.4 5-4 

P rodu i t s  dos6s : 

Acide fo rmique  o o 
CO~ 17 22. 4 

Q R  0.65 0.84 

T A B L E A U  V 

NIFLUENCE DE L'AGITATION AU COURS DE LA CROISSANCE AI~ROBIE DE E. COli 
SUR L'ACTIVITI~ DESHYDROGI~NASIQUE 

Chaque t u b e  de THUNBERG con t i en t :  0. 5 ml  de suspension bac td r i enne  = i mg de poids  sec; 
i ml  de s u b s t r a t ;  0. 5 ml  de bleu de m6thy l6ne  ~ conc. finale M / i o , o o o ;  compldt6 A 2. 5 ml  avec  du 
t a m p o n  p h o s p h a t e  M / I 5  A p H  6.8. Le bleu de mdthy l6ne  e t  le s u b s t r a t  sont  a jout6s  apr6s io  m i nu t e s  
d 'dqui l ib re  ~ 37 °. L ' a c t i v i t d  deshydrog6nas ique  est  expr im6e en QBM et  l ' a c t iv i t6  hyd rog6ne lyas ique  
en QH2. Cet te  derni~re 6 t an t  mesurde dans  l ' appa re i l  de W a r b u r g ,  sans bleu de m6thyl6ne.  

Bactdries aultivdes Bactdries cultivdes 
sans agitation area agitation 

(sap) (sal) 

Bact6r ies  seules < 1.8 < 1.8 
Bact6r ies  + glucose M / 9  o 28 24. 5 
Bact6r ies  + p y r u v a t e  M / 4 o  i i  15. 3 
Bact6r ies  + formia te  M / 6 o  48 58 
Bactdr ies  + H~ 56 56 

Hydrog~ne lya s e  : 
Bact6r ies  + fo rmia te  115 < 1.8 

T A B L E A U  VI 

ACTION DU MALONATE ET DE L'AZOTURE DE SODIUM SUR LA RESPIRATION DE E. 6o~i 
CNLTIVI~ ~k L'AIR AVEC AGITATION (Saf) 

Chaque  cupule  de W a r b u r g  con t i en t :  I m l  de suspens ion  bac t6 r i enne  = 3 mg  de po ids  sec; 
0.5 ml  de glucose ~ conc. finale 2]///9o; 0.2 ml  de m a l o n a t e  de sod ium ~ conc. f inale M / 5  ou o.2 ml  
d ' azo tu re  de sod ium A conc. f inale M/35 o ou 0.2 ml d 'eau ,  compl6t6  ~ 2. 5 ml  avec  du t a m p o n  phos- 
p h a t e  ~¥I/I5 A p H  6.8. 0.2 ml  de N a O H  /~ 20% pour  absorbe r  le CO 2. Les chiffres son t  expr im6s  
en ml  d 'O 2 consomm6. Le s u b s t r a t  est  a jout6  ~pr~s i o  m i nu t e s  d '6qu i l ib re  k 37 °. L a  r e sp i r a t i on  
endog~ne est  ddfalqu6e de ces chiffres. 

Temps en minutes IO 20 3 ° 40 80 

Glucose 54 73 116 141 218 
G l u c o s e + m a l o n a t e  47 67 Io 5 134 212 
G l u c o s e + a z o t u r e  80 124 211 163 355 

B i b l i o g r a p h i e  p .  544.  



VOL. 9 (1952) MI~TABOLISlgE I)E E. coli 641 

que nile malonate, ni l 'azoture de sodium n'inhibent la respiration de E. coli en presence 
de glucose. Nous avons en outre constat~ que le citrate n'est pas m~tabolis~. Ces r~sultats 
sont identiques ~ ceux trouv~s pr~c6demment n, ~, ~a avec les suspensions Sa~ de E. coll. 

Au cours de la croissance de E. coli, l'a~ration ne parMt donc pas entralner sur le 
syst~me enzymatique intervenant dans la d6gradation ana~robie du glucose, d 'autre 
r@ercussion que l'absence de l'hydrog~nelyase. I1 faut admettre que la formico- 
deshydrog~nase ne peut d6grader le formiate en ana~robiose chez E. coli. Ceci nous a 
conduits k penser que l 'accepteur d'hydrog~ne nficessaire pour le fonctionnement de cet 
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Fig. 2. Courbes de croissance de E. coli transf6r6 de l 'a6robiose en ana6robiose.  L 'ana6robiose est  
assur6 pa r  passage d 'azote pur ,  d ' un  m61ange N~/CO 2 ou HdCO ~. Le bleu de m~thyl~ne (M/5o,ooo, 
conc. finale) est ajout6 an d6but  de l 'exp6rience. Pour  faire les mesures  d'opacit6, on oxyde pr6alable- 
ment  le colorant  par  passage d 'a i r  dans les prises. L ' ex t ra i t  de levure (concentrat ion indiqu6e dans  
l e s  techniques) est  6galement ajout6 au d6but  de l 'exp6rience. Le fumara te  (M[ioo,  conc. finale) 
est ajout6 io minutes  avan t  passage de l 'azote. L" opacitd de la culture, au moment de son trans[ert 
en ana~robiose, est la m#me dans tousles  cas (log~ ads. = 6.8). Les courbes sont d~caldes pour la clartd 

de la figure. T ° = 37 °. 

enzyme manque en ana6robiose. En pr6sence d 'un accepteur d'hydrogSne une suspension 
Sal devrait d6grader le formiate en ana@obiose et l 'on observerait, en pr6sence de 
glucose, un d6gagement de gaz carbonique et non d'hydrog~ne. C'est effectivement ce 
que l'on observe en pr6sence d 'un extrait de levure, ou mieux encore, de fumarate ou 
de nitrate (Fig. I, courbes 5, 6, 7, 8). 

Ces derniers r6sultats, obtenus avec des suspensions de bact6ries non prolif6rantes, 
se v6rifient 6galement avec des bact6ries en croissance. L'addition d'un accepteur 
d'hydrog~ne (extrait de levure, fumarate ou bleu de m6thyl~ne) permet la d6gradation 
du formiate en ana6robiose et supprime compl~tement l'arr~t de croissance observ6 par 
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FOWLER. De plus, au moment oh le bleu de mfthyl6ne est dfcolor6 et ne peut plus 
servir d'accepteur d'hydrog~ne il se produit un arr6t de croissance. La croissance ne 
reprend qu'au bout d 'un temps de latence et on retrouve alors le ph6nom6ne de FOWLER. 

L'arr6t de croissance peut 6galement 6tre annul6 sans addition d'un accepteur 
d'hydrog4ne, mais en remplagallt le m61ange 95% N~ if- 5% CO~ par le m61ange 9O°'o 
H ,  -1- lO% CO~ (Fig. 2). La crcissance est alors semblable 5~ celle observ6e en afrobiose. 

DISCUSSION 

De l'ensemble des r6sultats expos6s ressortent les faits essentiels suivants: les 
suspensions Sai fermentent bien le glucose, mais il ne se produit pas de d6gagement 
d 'anhydride carbonique ni d'hydrog6ne. Par contre, il y a accumulation d'acide formique 
lequel est la seule source d'allhydride carbonique et d'hydrog6ne chez E. coll. L'acide 
formique ne peut ~tre d6grad6 en alla6robiose par la suspension Saf en raison de l'absence 
de l'hydrog6nelyase. Cet enzyme peut cependallt 4tre synth6tis6 apr6s une p6riode de 
latellce, car le d6gagement de gaz carbonique et d'hydrog~ne peut reprendre apr6s une 
heure environ. 

La formico-deshydrog6nase ne fonctionne pas ell alla6robiose chez E. coli par 
absence d'accepteur d'hydrog6ne. L'acide pyruvique ne peut dans ces conditions, jouer 
ce r61e. Nous l 'avons verifi6 ell constatant que l'acide formique n'est pas d6grad6 en 
ana6robiose par la suspension Saf en pr6sence d'acide pyruvique. Lorsqu'on fournit un 
autre accepteur, l'acide formique est d6grad6. I1 lle s'agit pas d'une resynth6se plus 
rapide de l'hydrog6nelyase, comme on pouvait  le supposer, car il se produit uniquement 
un d6gagement de gaz carbonique et non d'hydrog~ne (Tableau I). De plus la vitesse 
de ce d6gagemellt est constante au cours de l'exp6rience (Fig. I, courbes 6, 7). 

L'accepteur naturel d'hydrog6ne intervenant dans le syst~me a6robie de E. coli est 
l 'oxyg6ne lui-m4me. En effet, d'apr6s les exp6riences de GALE 14, la formico-deshydro- 
g6nase d6tache l 'hydrog6ne du formiate et le c~de k l'oxyg~ne par l'interm6diaire du 
cytochrome bl. Lorsque celui-ci est 61imin6 de la pr6paration enzymatique, l 'oxyg6ne 
ne peut plus remplir le r61e d'accepteur d'hydrog6ne. 

Des r6sultats analogues ressortent des exp6riences faites sur les bact6ries en crois- 
sance : si Pon ajoute k une culture de E. coli un accepteur d'hydrog~ne, l 'arr6t de croissallce 
provoqu6 par le passage d'a6robiose en alla6robiose, est presque compl6tement supprim6. 

Notolls qu'ei1 ana6robiose, en pr6sence d'un accepteur d'hydrog6ne, la pente de la 
courbe de croissallce est diff6rente et tou]ours plus faible que celle enrcgistr6e en 
a6robiose, cette pente varie selon l 'accepteur d'hydrog6ne. En pr6sellce de fumarate, 
la courbe de croissance se rapproche fortement de celle observ6e en a6robiose. Nous 
ferons remarquer que les exp6riences pr6c6dentes montrent  que le fumarate est pr6cis6- 
ment Pull des meilleurs accepteurs d'hydrog~ne pour la formico-deshydrog6nase. 

Dans une culture alla6robie, en absence d 'un accepteur d'hydroghne, la pr6sence 
de l'hydrog~nelyase est n6cessaire pour la croissallce des bact6ries. La disparition de 
l'arr~t de croissallce obtenu en remplacant le m61ange N~ + COz par le m61allge 
H~ + CO~ prouve que la phase de latellce est due uniquement au manque d 'anhy&ide 
carbonique et d'hydrog~lle. Dans des conditions normales l 'anhydride carbonique et 
l 'hydrog6ne sont fournis k la culture par la d6gradation du formiate par l'hydrog&nelyase. 
La reprise de la croissance (et l'actioll du dinitroph6nol dans les exp6riences de FOWLER) 
s'explique par le caract~re adaptatif  de I'hydrog611elyase. 
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I1 reste & expliquer pourquoi pendant  la phase de latence il n 'y  a pas de consom- 
marion mesurable de glucose. On peut consid6rer que pendant  l 'arr~t de croissance les 
bact6ries sont k l '6tat  non prolif6rant, c'est-&-dire se rapprochent  des bact6ries en 
suspension, utilis~es dans les exp6riences expos6es au d6but de ce travail. Or, si l 'on 
refait ces exp6riences avec un hombre de bact~ries plus Iaible (45 ° y/ml), comparable 

celui existant pendant  la p6riode de latence, on n 'observe alors aucune consommation 
de glucose en 30-4 ° minutes. Durant  ce temps (~gal k la dur6e de la phase de latence) 
et avec les m6thodes de dosages employ6es (So~oo'zI-NELSOI~ on HAGEDOR~-JENSEN) 
il est donc impossible de mesurer une consommation de glucose, tandis qu'en augmentant  
de cinq fois environ la quantit6 de bact@ries, on peut facilement met t re  en 6vidence 
la disparition du glucose. 

La consommation de glucose durant  la croissance, comme l 'a not6 Fowler, est 
toujours plus @lev6e en ana~robiose qu'en a6robiose. Nous avons montr@ que ceci est 
~galement valable pour les bact6ries lav6es (Tableau vii). On sait d'ailleurs qu'en 
anafrobiose il y a toujours plus de glucose disparu qu'en a6robiose, ind@endamment  
de la d6gradation ou de l 'accumulat ion du formiate. 

TABLEAU VII 
CONSOMMATION AI~ROBIE ET ANAI~ROBIE DE GLUCOSE PAR E .  coli  

Les suspensions Sa] et sap sont mises respectivement en adrobiose et en ana6robiose. Les prises 
sont faites A intervalles de temps indiqu6s dans le tableau. 

Glucoce consommd]mg de bactdries 
Temps en 

heures Saf  Sap 
Adrobiose A nadrobiose 

I 43 Y 2o2 y 
2 76 y 3o8 y 
3 94 y 4o5 y 
4 lO8 y 462 y 
5 I i 6 y  5 1 6 y  

C'est donc au stade final, lors de la d6gradation d'acide formique, qu' intervient 
l 'oxyg~ne. Lorsque E. coli se developpe en a6robiose forc6e, l 'hydrog~nelyase n'existe 
pas, seule fonctionne le syst~me fnrmico-deshydrog~nasique, lequei pour lib@rer l 'hydro- 
g~ne de l 'acide formique exige un accepteur d'hydrog~ne, qui, chez cette bact6rie est 
l 'oxyg~ne. Par  contre, lorsque E. coli est cultiv6 en ana6robiose, l 'hydrog~nelyase 
apparait ,  elle fonctionne sans accepteur d'hydrog~ne et lib~re l 'anhydride carbonique 
et l 'hydrog~ne n@cessaire & la croissance ~ par t i r  de l 'acide formique. 

La formico-deshydrog~nase ne fonctionne pas en anadrobiose, m~me si l 'hydrog~ne- 
lyase est d6truite, car l 'accepteur naturel d'hydrog6ne fait d6faut. 

L 'hypoth~se 6nonc6e au d6but de ce travail  reste justifi6e. Le catabolisme glucidique 
de E. coli est du type fermentaire. Grace au cytochrome bl, l 'oxyg~ne, en fixant l 'hydro- 
g~ne provenant  du formiate, permet  le fonctionnement du syst~me formico-deshydro- 
g~nasique et par  lk du syst~me glucidique ~ l'air. 

Nous remercions le Professeur E. AU~EL pour les conseils et les critiques qu'il  a bien 
voulu nous adresser au cours de ce travail. 

Nous remercions 6galement Messieurs A. LWOFF ET J. MONOI) pour la discussion 
approfondie de nos r6sultats. 
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R g S U M I ~  

Les suspens ions  de bact6r ies  lav4es, p r o v e n a n t  d ' u n e  cu l tu re  de E. coli faite en  a6robiose forc6e, 
f e r m e n t e n t  le glucose sans  d 6 g a g e m e n t  d ' a n h y d r i d e  ca rbon ique  e t  d ' h y d r o g 6 n e  et  il y a a c c u m u l a t i o n  
d 'ac ide  formique.  Au contraire ,  les suspens ions  p r o v e n a n t  d ' u n e  cu l ture  anaf rob ie ,  f e r m e n t e n t  le 
glucose avec  d 6 g a g e m e n t  de gaz ca rbon ique  et  d ' hyd rog6ne .  Ce ph6nom6ne  es t  dfl 5~ l ' absence  de 
l ' hydrog6ne lyase  dans  les bact6r ies  cul t iv6es sous  a6ra t ion  fore6e. L ' h y d r o g 6 n e l y a s e  es t  responsable  
de la d6grada t ion  du fo rmia te  en ana6robiose.  E n  a6robiose c ' e s t  la fo rmico-deshydrog6nase ,  a y a n t  
c o m m e  accep teur  d ' hyd rog6ne  l ' oxyg6ne  de l 'air,  qui  d6grade  le formiate .  E n  pr6sence d ' u n  accep teu r  
d ' t lydrog6ne ( fumara te ,  n i t r a t e  ou ex t r a i t  de levure) les suspens ions  lav6es, p r o v e n a n t  d ' u n e  cu l tu re  
a4robie, f e r m e n t e n t  le glucose avee d 6 g a g e m e n t  d ' a n h y d r i d e  ca rbon ique  et  non  d 'hydrog6ne .  De 
m~me,  l ' a r r6 t  de croissance,  p rovoqu6  pa r  pas sage  d 'a6robiose en ana6robiose  d ' u n e  cu l tu re  de 
E. coli, est  suppr im6  pa r  add i t ion  de ces m6mes  accep teu r s  d ' hydrog6ne .  On  p e u t  6ga l emen t  s u p p r i m e r  
l ' a r r~ t  de croissance en r e m p l a I a n t  l ' azo te  pa r  un  m61ange H 2 + CO2. 

S U M M A R Y  

Suspens ions  of washed  bacter ia ,  or iginat ing f rom a cu l ture  of E. cull m a d e  in forced aerobiosis,  
f e rmen t  glucose w i thou t  l ibera t ing  ca rbon  dioxide and  h y d r o g e n  and  the re  is an  a c c u m u l a t i o n  of 
formic acid. On  t he  o the r  hand ,  t he  suspens ions  or ig ina t ing  f rom an  anaerobic  cu l tu re  f e rmen t  
glucose wi th  l iberat ion of ca rbon  dioxide and  hydrogen .  Th i s  p h e n o m e n o n  is due  to  t h e  absence  of 
hyd ra se  in t he  bac te r i a  cu l t iva ted  unde r  forced aera t ion .  H y d r a s e  is responsib le  for t h e  degrada t ion  
of formia te  in anaerobiosis .  In  aerobiosis  it  is fo rmico-dehydrogenase ,  wi th  t he  a t m o s p h e r e  oxygen  
ac t ing  as h y d r o g e n  acceptor ,  wh ich  degrades  t h e  formia te .  In  t h e  presence  of a h y d r o g e n  acceptor  
( fumara te ,  n i t r a t e  or y e a s t  ex t rac t )  t he  w a s h e d  suspens ions ,  o r ig ina t ing  f rom an  aerobic cul ture ,  
f e r m e n t  glucose wi th  t he  l iberat ion of ca rbon  dioxide and  no t  hyd rogen .  Also, t h e  s topp ing  of growth ,  
p rovoked  by  the  passage  f rom aerobiosis  to anaerobios is  of a cu l ture  of E. coli, is suppressed  b y  t h e  
addi t ion  of t he  s ame  hyd rogen  acceptors .  T h e  s topp ing  of g rowth  can  equa l ly  be supp re s sed  b y  
replacing n i t rogen  b y  a m i x t u r e  of H 2 and  CO 2. 

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

Suspens ionen  von g e w a s c h e n e n  Bakte r ien ,  au s  einer  in e r z w u n g e n e r  Aerobiose gezf ichte ten  
K u l t u r  von  E. coli, vergAren Glucose ohne  A b s c h e i d u n g  yon  K o h l e n d i o x y d  u n d  Wasse r s to f f  u n d  
u n t e r  AmeisensAurebi ldung.  D a g e g e n  ve rggren  Suspens ionen  aus  a n a e r o b e n  K u l t u r e n  die Glucose 
u n t e r  Koh lend ioxyd-  und  Wasse r s to f f -Abgabe .  Diese E r s c h e i n u n g  wird au f  die Abwesenhe i t  e ines  
E n z y m s  ( "Hydrog6ne lyase" )  bei den  u n t e r  k i ins t l icher  L i i f t ung  gezf ich te ten  Bak t e r i en  zurtick- 
geftihrt .  Dieses E n z y m  ist  ffir den  A m e i s e n s g u r e a b b a u  bei L u f t a u s s c h l u s s  ve ran twor t l i ch .  An  der  
L u f t  is t  es die Fo rmico -Deshydrogenase ,  welche mi t  Luf t sgue r s to f f  als Wasse r s to f f -Akzep to r ,  die 
Ameisensgure  abbau t .  In  G e g e n w a r t  eines Wasse r s to f f -Akzep to r s  ( F u m a r a t ,  N i t r a t  oder  He feex t r ak t )  
verggren  gewaschene  Suspens ionen ,  welche aus  einer  ae roben  K u l t u r  s t a m m e n ,  die Glucose u n t e r  
Abgabe yon  Koh lend ioxyd  u n d  Wassers tof f .  Desgle ichen  wird der  du rch  den  0 b e r g a n g  aus  Aerobiose 
in Anaerobiose  bewirk te  W a c h s t u m s - S t i l l s t a n d  einer  K u l t u r  von  E. coli d u r c h  Zugabe  dieser se lben 
Wasse r s to f f -Akzep to ren  aufgehoben .  M a n n  k a n n  den  W a c h s t u m s - S t i l l s t a n d  a u c h  a u f h e b e n ,  i n d e m  
m a n  den Stickstoff  d u r c h  eine M i schung  von  H i u n d  CO~ ersc tz t .  
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