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La d6couverte des r6actions de transamination par BRAUNSTEIN ET KRITZMANN 3 

a permis de penser que l'acide glutamique joue un rSle fondamental dans le m6tabolisme 
azot6 ceUulaire. L'importance de l'acide glutamique peut se comprendre 6galement en 
rapport avec la formation du c6to-acide correspondant comme constituant essentiel du 
cycle tricarboxylique de KREBS n. On peut voir dans l'acide glutamique et son pr6cur- 
seur, l'acide a-c6toglutarique, la vole principale d'entr6e de l'azote dans le m6tabolisme 
g6n6ral. 

En 6tudiant le m6tabolisme azot6 de Bacillus subtilis, il a 6t6 possible de montrer 
que l'acide glutamique est un donneur g~n~ral d'N. Ce r~sultat obtenu in vivo a 6t6 
compl6t6 par l'6tude des transaminations in vitro. Les techniques et r6sultats sont 
pr6sent6s s6par6ment pour l'6tude in vivo et in vitro. 

A. ETUDE in  vivo (CROISSANCE) 

Materiel et techniques 
Les  mi l i eux  de cu l tu res  s o n t  ~t base  de glyc6rol M]io c o m m e  a l imen t  6nerg6t ique et  carbon6.  

Les  sels m i n 6 r a u x  s o n t  (NH4)~SO 4 M ] i o o ,  P O4H2K (i part ie)  e t  P O I H N a ~  (4 part ies)  de fad;on 
A avoi r  PO  4 M ] i o o ;  NaCI M / i o o ,  MgSOl  M / i o o o ,  c i t ra te  de fer M/25,ooo.  Le  MgSO 4 es t  a jou t6  en 
dern ier  lieu darts le mil ieu amen6  A son  v o l u m e  pou r  6vi ter  les pr6cipit6s.  Le  p H  a v a n t  s t6r i l isat ion 
es t  de 7.3. A c e  mil ieu (milieu glycerol) on a j ou t e  s u i v a n t  les cas, du  c i t ra te  de s o d i u m  M ] i o o  
p H  7.3 (milieu glycerol, citrate) ou du  g l u t a m a t e  de s o d i u m  M [ i o o  ~ p H  7.3 (milieu glycerol, glutamate) 
ou encore  les d e u x  s u b s t a n c e s  s i m u l t a n e m e n t  (milieu glycerol, glutamate, citrate). Ces diff6rents  
mi l i eux  son t  6 v e n t u e l l e m e n t  g61os6s. Les  amino-ac ides  on t  en  g6n*ral  6t6 st6rilis~s ~ l ' au toc lave ,  
s au f  l ' a rginine ,  l 'o rn i th ine ,  la ci trull ine,  la g lu t amine ,  le su l foxyde  de m6 th ion ine  e t  l ' ac ide c a r b a m y l -  
g l u t a m i q u e  st6rilis6s p a r  f i l t rat ion.  Les  amino-ac ides  son t  de s  p rodu i t s  de Nu t r i t i ona l  Biochemical .  
L a  norval ine ,  l ' ac ide a a m i n o - b u t y r i q u e ,  l 'o rn i th ine ,  la ci trull ine,  la g l u t a m i n e  son t  des  p rodn i t s  
H o f f m a n n  L a  Roche*.  Le su l foxyde  de m~th ion ine  e t  l ' ac ide c a r b a m y l  g l u t a m i q u e  o n t  6t6 pr6par$s  
d a n s  no t r e  labora to i re  p a r  P.  OCHSNER s u i v a n t  TOENNIES ET KOLE $2 et  MEISTER ET TICE ls. 

Les batteries s o n t  t ou t e s  issues  du  Bac.  subt i l i s  N R R L  B 57 I. Cet te  bact6r ie  es t  u n  Bac.  subt i l i s  
t y p i q u e  f o r m a n t  des  colonies pliss6es ( type R) e t  f o r m a n t  u n  voile en  mil ieu liquide. A pa r t i r  de 
ce t te  bact6rie,  on  a pu  ob ten i r  des  v a r i a n t s  f o r m a n t  des  colonies ~ sur face  beaucoup  p lus  un i fo rme  
(var ian t  s) ou encore  des  v a r i a n t s  f o r m a n t  u n  m u c u s  a b o n d a n t  (va r i an t  muco ide  m). Les  v a r i a n t s  
s e t  m croissent  m a l  en  surface,  su r  mil ieu liquide, ma i s  d o n n a n t  une  cu l tu re  homog~ne  en  mil ieu 
a6rd a b o n d a m m e n t .  D a n s  ces condi t ions  les cu l tu res  se pr@tent ~ une  ~ tude  q u a n t i t a t i v e  de la crois-  

* N o u s  remerc ions  ce t t e  f i rme qui  nous  a fourni  g r a c i e u s e m e n t  ces amino-acides .  
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Fig. I. Fiole pour 
culture agit6e et me- 

sures des opacit6s. 

sance. D'une fagon gfin4rale, les variants s e t  m peuvent fitre obtenus (probablement par le m4canisme 
mutation-s61ection) par culture de la forme initiale typique R en milieu liquide agit~. 

En plus des variations du type de colonies, des variations touchant la nutrition azot~e ont 
6t~ s61ectionn~es. Par  culture sur un milieu glycgrol citrate, on sdlectionne des variants qui peuvent 
crottre avee I'NH4+ comme seule source d'azote; ces variants sont d~sign6s par le signe + (p. ex. s+); 
par sdlection sur milieu glycerol glutamate on peut obtenir des bact~ries incapables d'utiliser I'NH4+ 
comme seule source d'azote; ces souches sont d6sign~es par le signe (--). On a travailM avec les 
deux souches m 1- et st- .  La variation (4-) ~ (--) est assez stable; pour 6viter les s61ections de variants, 
les souches (4-) sont toujours conserv~es sur un milieu glyc6rol citrate g61os~ et les souches (--) 

sur glycerol citrate glutamate. La prdsence de citrate est n~cessaire ~ l'ap- 
parition du caract~re mucoide. Les passages m (ou s ) ~  r se produisent 
ais6ment en culture sur le milieu solide oh elles sont conserv6es. Pour cette 
raison, les bactdries sont fr6quemment retest6es et r6isol6es. Une culture 
formant des grumeaux en milieu liquide agit6 est suspecte d'etre compos6e 
partiellement de bact6ries du type r. 

Los croissances faites ~ 35 ° ont dt6 suivies en cultures a6rdes par agita- 
tion sur un plateau anita6 d 'un mouvement de translation circulaire ~ une 
frdquence de 12o ~ I4O t./min. Pour les cultures d 'un volume de 50o ml, 
on a employ6 des erlenmeyers de i 1, et la croissance est suivie en pr61evant 
des ~chantillons dont on mesure l'opacit& Pour les cultures sur petit  volume 
(io ~t 4o ml), on a employ6 au ddbut des tubes de culture a~r6s par un 
courant d'air filtr~; ce proc6d6 a cependant ~tfi remplac6 par la suite par 
des cultures en fioles spdciales (Fig. i) construites ~ partir de fioles cylindro- 
coniques de ~25 m l e t  comportant un appendice pouvant ~tre introduit dans 
un opacim~tre ~ cellule cylindrique (COLEMAN) ; on peut suivre la multiplica- 
tion par simple renversement de la fiole. On 6vite ainsi le pr~l~vement 
d'~chantillons et le passage d'air, source d'infection, d'irrdgularit~ et d'~va- 
poration. Des fioles de culture, en pattie semblables, ont ~tfi d6crites par 
SHERMAN et al. ~¢. Ces fioles sont agitdes sur l 'agitateur habituel. Darts ces 
conditions, l'oxyg~ne n'est  pas un facteur limitant pendant  une partie im- 
portante de la croissance. Les opacitds sont exprim~es en densit* optique 
(d.o) = log Io/I pour une dpaisseur de i cm. Dans le cas de cultures trop 
denses, une correction est introduite pour tenir compte de la non lin6arit~ 
de la relation d.o mesurde/concentration microbienne. Les croissances sont 

donndes en graphique: log d.o/temps. 
La phase de latence est dfterminde suivant HINSHELWOOD TM e t  MONOD 17 par l'intersection du 

prolongement de la phase exponentielle avec l'horizontale correspondant 5. l'opacit6 initiale. 

R~sultats exp~rimentaux 

Relation entre la croissance totale et la 
concentration en acide glutamique du 
mil ieu de culture 

Des  essa is  pr61iminai res  o n t  

m o n t r 6  q u e  le L ( + )  g l u t a m a t e  n ' 6 t a i t  

o x y d 6  q u e  t r~s  l e n t e m e n t  p a r  la 

b a c t 6 r i e  e t  q u ' i l  ne  p a r t i c i p e  v r a i s e m -  

b l a b l e m e n t  p a s  au  c a t a b o l i s m e  de  

la  bac t6 r i e .  L a  Fig .  2 r e p r 6 s e n t e  la  

c r o i s s a n c e  b a c t 6 r i e n n e  (d.o) en  fonc-  

t i o n  d u  t e m p s  p o u r  3 c o n c e n t r a t i o n s  

d i f f6 r en t e s  en  g l u t a m a t e .  E n  p r e n a n t  

c o m m e  c r o i s s a n c e  t o t a l e  la d .o  m a x i -  

m u m ,  on  p e u t  v o i r  q u e  cel le-ci  e s t  u n e  

f o n c t i o n  p a r f a i t e m e n t  l in6ai re  de  la  

c o n c e n t r a t i o n  en  ac ide  g l u t a m i q u e  

(Fig.  3). Celui-ci  e s t  le f a c t e u r  l i m i t a n t  

d e  la c r o i s s a n c e  d a n s  ces  c o n d i t i o n s .  
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Fig. 2. Croissance de B a c .  s u b t i l i s  m -  avec  des concen-  
trat ions  en acide g l u t a m i q u e  de I. M/x5o;  2. M/3oo  

et 3. M]5 o°. 

~8 



10 

O.5 

270  J . M .  WIAME, R. STORCK VOL. 1 0  (1953) 

Apr~s avoir at teint  la phase stationnaire, les bact6ries out ~t6 centriftlg6es, lav6es 
k l 'eau et on a d6termin6 l 'azote total  bact6rien. La Fig. 4 montre la relation entre 
l 'azote glutamique introduit dans le milieu et l 'azote retrouv6 dans les bact6ries. Pour 
les doses en acide glutamique allant de M/zooo ~t M/5oo , on retrouve dans les bact6ries 
une quantit6 d 'azote identique ~ celle introduite sous forme d'acide glutamique. Pour 
les concentrations sup6rieures, l '6cart est sensible; on ne pent cependant pas le con~,id6rer 
comme sup6rieur aux erreurs d'exp6rience, car dans ces cas le d6but de la phase station- 
naire est moins bien d6finie et il y a vraisemblablement une perte d 'N bact6rien due 
~t un d6but de lyse. 

/ f  
Ac.C~tam~ue moles "tO ° 

Fig. 3" Re la t ion  en t r e  la  q u a n t i t 6  d ' azo te  
g l u t a m i q u e  du  mi l ieu  e t  la  croissanee  to ta le  

expr im6e  p a r  l 'opacit6.  

5 ? 

v 

i / /  / 
Ac.OIU~ mo~ ~0 "J 

Fig. 4. l~elation entre la quantit6 d'azote gluta- 
mique du milieu et la quantit6 d'azote bact6rien 
retrouv~. La droite correspond ~ 1'6galit6 de ces 

deux quantit6s. 

Les milieux utilis6s dans les essais pr6c6dents contiennent un sel d 'ammonium;  la 
suppression de celui-ci ne change pas la vitesse de croissance et la croissance totale 
(Tableau I). 

T A B L E A U  I 

Croissance (dense2 optieue) 
Temps. 

rain. Ac. glta. M/5oo Ac. glu*. M/$oo 
sans NH~+ (NHi)tSO, M/So 

o o.13 o.13 
7 ° 0.24 o.23 

i2o o.33 o.31 
18o o.51 0.52 
27o 0.67 0.66 

Ces r6sultats montrent  que racide glutamique est la seule source importance d 'azote  
de la bact~rie et qu'il  est utilis6 int6gralement. 

Remplacement de l'acide glutamique par les autres amino-acides 

En plus de l 'acide glutamique, la B. subtilis ml-, peut  encore croltre sur les acides 

B i b l i o g r a p h i e  p .  ~78[~79 . 
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amin6s suivants:  L-arginine, acide L-aspartique, L-proline et L-ornithine. L 'hydroxy-  
proline donne une croissance tr~s lente. Les amino-acides suivants ne peuvent  pas 
remplacer l 'acide glutamique: DL-alanine, L-cysteine, L-histidine, DL-isoleucine, L-lysine, 
DL-methionine, L-tryptophane, L-tyro- 
sine, DL-valine, DL-norvaline, glycine, 
DL-serine, DL-threonine, DL-ph6nylala- 
nine, ac. D-aspartique, DL-norleucine. 
Ces diff6rents amino-acides ont touj ours 
6t6 test6s k la concentration M/ Ioo ;  
l 'acide a-c&o-glutarique ne peut pas 
remplacer l 'acide glutamique. La glu- 
tanfine donne une croissance r6guli~re, 
mais beaucoup plus lente; elle est vrai- 
semblablement transform6e en acide 
glutamique avant  d'6tre utilis6e. La  
citrulline et l 'acide carbamylglutamique 
(filtr6s) ne donnent pas de croissance. 

En suivant la croissance totale sur 
les diff6rents amino-acides remplagant 
l 'acide glutamique, on a constat6 que 

,~0 ~o ~o ,bo s& ~o ~o ~o 
m,mt~ 

Fig. 5- Croissance comparde sur acide glutamique et 
arginine, Acide glutamique M/25o (I), M/5oo (2), 
M/Iooo (3) et arginine M/25o (4) M/5oo (3) 

M/iooo (4). 

le remplacement est str ictement stoechiom&rique. La Fig. 5 montre  la croissance d 'une 
bact6rie m -  ayant  cru sur acide glutamique, lav6e et ensemenc6e ensuite sur des milieux 
k concentration diverses en acide glutamique et en arginine. Les croissances sur ar- 
ginine d6butent plus tard  que celles faites sur ~ cide glutamique; cependant k molarit6 
6gale, on a des croissances totales 6gales, malgr6 la teneur diff6rente en azote de ces 
diff6rents amino-acides. La m~me observation vaut  pour le remplacement de l 'acide 
glutamique par  la proline et l 'acide aspartique (Fig. 6). 

02.* 

Les adaptations simultan~es dans le cas des cliff,rents amino-acides 

Les donn6es pr&6dentes montrent  que la bact6rie m 1- est incapable d'utiliser l 'ion 

~Zg~o__o ~o~°/ 
Fig. 6. Croissance compar6e sur acide glutamique, acide 

aspartique et proline. 

NH4+ comme source d'azote alors 
que les variants du type (+ )  crois- 
sent normalement avec l ' ammonium 
comme seule source d'azote. I1 est 
n&essaire de fournir k la bact6rie 
de l 'azote, sous forme d 'amino- 
acides. Ces diff6rents amino-acides 
jouent un r61e semblable; ils sont 
la source g6n6rale d 'N de la bact6rie. 
On peut donc penser qu'ils em- 
pruntent  une voie m6tabolique en 
pattie commune. Sauf l'acide aspar- 
tique, les autres axnino-acides don- 
neurs d 'azote sont des acides k 
chaine carbon6e en C~ dont la parent6 
est bien connue. 

L'interconversion de ces amino-acides est admise et il est int6ressant de savoir quel 

Bibliographie p. 278/279. 
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est celui de ces amino-acides qui effectivement est le donneur d'azote. Nous avons r~solu 
ce probl~me par  la m6thode des adaptations simultan~es de STANIER 27 appliqu~e ~t ]a 
croissance (WIAME3~). 

Les bact6ries apr~s avoir cru sur un acide amin6 d6termin6 sont replac6es dans 
diff6rents milieux contenant un des amino-acides permet tant  la croissance. Les courbes 
de croissance ayant  6t6 publi6es dans une note pr~c6dente ~, nous limiterons ici l 'ex- 
pression des r6sultats au Tableau I I .  Dans ce tableau, un signe + signifie une phase 
de latence de la croissance net tement  plus longue que celle d 'un t6moin (croissance de 
la bact6rie sur un amino-acides identique k celui qui a servi k obtenir l 'inoculum). 

T A B L E A U  II  

Inoculum ayant cru sur 
Prolongation de phase de latence de croissance sur 

Ac. Glut. Prolinv Ornithinv Argininv 

Acide g l u t a m i q u e  - -  + + + 
Prol ine  - -  - -  non  test6 
Argin ine  . . . . .  

On peut donc voir par ces r6sultats que l 'utilisation de l 'acide glutamique ne 
pr6pare pas k l 'utilisation de la proline, de l 'ornithine ou de l'arginine. Au contraJre, 
la croissance sur arginine pr6pare ~ la lois k l 'utilisation de la proline, de l 'ornithine 
et de l 'acide glutamique. On peut  en d6duire que la bact6rie utilise l 'arginine ou l'or- 
nithine ou la proline en les t ransformant  en acide glutamique. Ceci explique que dans 
ces conditions l 'arginine et l 'ornithine, quoique poss6dant plus d 'un atome d'N, ne 
peuvent effectivement en fournir qu 'un ~ la bact~rie. 

Dans le cas de l 'acide aspartique, la m6thode des adaptations simultan6e ne donne 
pas une r6ponse claire: les acides aspartique et glutamique peuvent se remplacer 
mutuellement sans un accroissement de la phase de latence net tement  sup6rieur 
l 'erreur exp6rimentale. 

Inhibi t ion par des amino-acides analogues 

La pr6sence d 'un amino-acide autre que l'acide 

025 / /// 
. / 

. . . .  ~doo ' ' a ~ o  ' . , ~  ' ' 

Fig. 7. Inh ib i t i on  de  la  croissance pou r  la  DL-norvaline, 
acide g l u t a m i q u e  M / 5 o o  (i) add i t ionn6  de DL-norvaline 

/]///2000 (2) M/IOOO (3) M / 5 0 °  (4) M / 2 5 °  (5) 

Bib l iograph ie  p .  278 /~79 .  

glutamique n'influence g6n6ralement 
pas, ou peu, la dur6e de la phase de 
latence de la culture. Cependant de 
l~g~res inhibitions ont 6t6 obtenues 
avec l ' isoleucine et la leucine. Nous 
l 'avons attribu~ ~ la chaine en C 5 de 
ces amino-acides qui entrerait  en 
comp6tition avec l'acide glutamique. 

Dans ce cas il 6tait logique de 
penser que l 'analogue en C 5 le plus 
proche de l 'acide glutamique, la nor- 
valine (a-amino n-val6rique) produi- 
rait  une inhibition plus accentu6e. 
Ce r6sultat a 6t6 v6rifi6. L'analogue 
monocarboxyl6 de l 'acide aspartique, 
l 'acide a-amino-butyrique, a 6gale- 
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ment une activit6 inhibitrice; elle est cependant moins prononc6e. Nous donnons k la 
Fig. 7 les r6sultats des croissances obtenues en pr6sence de diverses concentrations en 
norvaline. En pr6sence d'acide glutamique M/5oo, la DL-norvaline est d6j~ inhibitrice 
k la concentration M/2ooo. D'une fa~on g6n6rale, apr~s une p6riode de latence plus ou 
moins longue, la croissance en pr6sence de norvaline se fait k une vitesse normale. 

Le sulfoxyde de la m6thionine ~ des concentrations relativement fortes (M/Ioo, 
M/5o) n'a qu'une action inhibitrice faible. En pr6sence de DL-norvaline M/Iooo et de 
concentration en acide glutamique respectivement M/Iooo, M/5oo, M/25o, M/Ioo,  les 
temps de latence ont 6t6 de I3OO, IOOO, 2oo et 200 minutes (t6moin 9 ° m) montrant  
ainsi l'effet compensateur de l'acide glutamique sur l'inhibition due k la norvaline. 

La norvaline et l'acide a-amino-butyrique prolongent 6galement la phase de latence 
de souches n'exigeant pas d'amino-acides pour leur croissance (souche s +) (Tableau III).  

T A B L E A U  I I I  

Phase de latence 
Inhibiteur en minutes 

N d a n t  14o 
DL-a-amino-bu ty r ique  M/5oo  24 ° 
DL-a -amino-bu ty r ique  M]25o 260 
DL-norval ine M]~ooo 99o 
DL-norval ine M/5oo I35O 
nL-norva l ine  M/25o 28oo 

ETUDE DES TRANSAMINATIONS 

Technique exp~rimentale 
Une  bact6r ie  s -  a 6t6 employ6e  pou r  ces essais*;  elle es t  cul t iv6e sur  le mil ieu glycerol glutamate 

en  ba l lon  de 6 1 c o n t e n a n t  3 1 de milieu.  L ' a6 ra t i on  es t  ob t enue  d a n s  le m ~ m e  a g i t a t e u r  que  celui 
emp loy6  pou r  les cu l tu res  de pe t i t  vo lume .  Les  ba t t e r i e s  son t  r6colt6es au  m o y e n  d ' u n e  cen t r i fuge  
Sharpless ,  alors que  la croissance es t  encore  ac t ive  (dens. opt .  I cm  = o.4). Les  bact6r ies  son t  lav6es  
d e u x  lois ~ l ' eau  e t  f i na l emen t  lyophilis6es.  On  ob t i en t  d a n s  ces condi t ions  env i ron  ioo m g  de bact~r ies  
s~ches pa r  l i tre de cul ture .  

Les  t r a n s a m i n a t i o n s  on t  6t6 test~es pa r  i ncuba t ion  des  d ivers  amino-ac ides  (M/2o) e t  d ' ac ide  
a -c~ tog lu ta r ique  (M]2o), en  pr6sence de 2o m g  de ba t t e r i e s  e t  12o/~g de py r idoxa iphospha t e** ,  le 
t o u t  con t enu  d a n s  i ml  de t a m p o n  p h o s p h a t e  M]25 ~ p H  8. 3. Le m61ange es t  incub6 g 35 °. L ' a c ide  
g l u t a m i q u e  form6 a 6t6 d6tect6 p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  un id imens ionne l le  sur  pap ie r  A pa r t i r  de t&ches 
d e  7 # L  des  m61anges g a n a l y s e r  ( so lvant  = ph6nol  - -  eau).  L ' exp re s s ion  q u a n t i t a t i v e  des  r~su l t a t s  
ru t  o b t e n u e  pa r  le dosage  de l 'ac ide g l u t a m i q u e  au  m o y e n  de la d6carboxy lase  g l u t a m i q u e  du  Clostri- 
dium Welchii SR 12 s u i v a n t  GALES, 9. Le Clos t r id ium es t  o b t e n u  pa r  cu l tu re  su r  glucose 2 % ; g l u t a m a t e  
i % ;  Cooked m e a t  m e d i u m  (Difco) o . 5 % ;  Yeas t  e x t r a c t  (Difco) o .5%,  p e n d a n t  15 heu res  g 37 °. 
Le  Clos t r id ium est  recueilli p a r  cen t r i fuga t ion  e t  lyophilis6. L a  poudre  t enue  A - I o  ° se conserve  
au  moins  12 mois.  Pou r  l e  dosage,  la poud re  s~che es t  s u s p e n d u e  darts du  t a m p o n  ac6 t ique-ac6 ta te  
M]5 p H  4.5 a ra ison de 6 m g  bac t6r ies /ml  de t a m p o n ;  2 ml  de cet te  suspens ion  s o n t  u t i l i s6s  pou r  
c h a q u e  dosage.  Le d 6 g a g e m e n t  de CO 2 es t  mesur6  p a r  la  m6 thode  m a n o m 6 t r i q u e  de WARBURG. Darts 
le cas  ofl le m61ange c on t i en t  de r ac i de  aspa r t ique ,  l ' add i t ion  de c6 tav lon  (MEISTER et al. TM) r6dui t  
f o r t e m e n t  la d6ca rboxy la t ion  de l 'ac ide a spa r t i que  qui  pou r r a i t  f ausser  les r~su l ta t s  de dosage  de 
l 'ac ide g lu t amique .  

Le Bacillus subtilis s-  lyophilis6 con t i en t  u n  peu  d ' a i an ine  libre visible su r  les c h r o m a t o g r a m m e s .  
Cette. a lan ine  t r a n s a m i n e  e t  donne  avec  r a - c ~ t o g l u t a r a t e  une  cer ta ine  q u a n t i t 6  d ' ac ide  g lu t amique ,  
qu i  doi t  6tre r e t r anch6e  des  va l eu r s  ob t enues  d a n s  c h a q u e  t r a n s a m i n a t i o n .  

Le  t~moin  des  t r a n s a m i n a t i o n s  es t  donc  form6 pa r  la bact~rie,  l ' ac ide c~toglu ta r ique  e t  le 

* L a  s o u c h e m  t -  a y a n t  6t6 pe rdue  nous  avons  employ6  la souche  s - .  
* Nous  r emerc ions  v i v e m e n t  le Dr  K.  FOLKERS de la F i r m e  Merck (Rahway ,  New Jersey)  

qu i  nous  a g r a c i e u s e m e n t  fourn i  ce p rodu i t .  
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pyr idoxalphosphate .  Darts ces conditions, il se forme de 1.9 b, 2.2 # M  d'acide glutamique p rovenan t  
de la t ransamina t ion  de la faible quant i t6  d 'alanine pr6sente dans la bact6rie s -  (Tableau IV, N ° 4). 
Cette valeur, d6compt6e de la quant i t6  d'acide glutamique form6e en pr6sence des divers amino-  
acides donneurs  d'NH~, donne l 'expression de l ' intensit6 de la t ransaminat ion .  Un second contr61e 
a 6t6 fair pou r  chaque amino-acide donneur,  il est constitu6 par  l 'amino-acide, le pyr idoxa lphospha te  
et  il ne contient  pas  d'acide a-c6toglutarique; ce contr61e 6limine les conversions 6ventuelles de 
l 'amino-acides consid6r6 en acide glutamique par  une autre  voie que la t ransaminat ion.  Disons d~s 
ma in tenan t  que ce type de t ransformat ion  n ' a  pas 6t6 observ6 avec certitude. 

R~sultats experimentaux 

Les r6sultats sont donn6s au Tableau IV. 
Dans la eolonne 3 sont indiqu6s les r6sultats nets des transaminations. 

T A B L E A U  IV 

Composition du mdlange dtudig Acide glutamique dam z ml de raglange 

Formd par transarnlnation 
(obtenu en retranchant de Baztdr~ ao rag darts tampon pkosphat* M / s  5 p H  8.3 + en td CO S Total en ~ M  l'ac. glutamique total l'ac. 

pyridoxalphosphate xao ug, addifionnd de: (sauf indica- degagd 
lion les temps d'incubation son~ de z a o  rain) glutamique de I essai No 4) 

(i) (2) (3} 

I au t emps  de o 30.8 1.3 
2 I20 23. 4 I.O 
3 a-c~toglutarique o 21.2 o.9 
4 a-c~toglutarique i 2o 5 i .o 2.2 
5 glyeine 28.2 1.2 
6 glycine + u-c6toglutarique 4.6 2.o o 
7 DL-u-alanine 32.6 1. 4 
8 DL-u-alanine + a-c6toglutarique 98.2 4.3 2.i 
9 DL-fl-alanine 24.8 i. i 

io  DL-fl-alanine + a-c6toglutarique 40.2 1. 7 o 
I I DL-a-amino bu ty r ique  26. i. i 
I2 DL-a-amino bu tyr ique  + a-c6toglutarique 197.o 8. 7 6. 5 
13 DL-?-amino bu ty r ique  26.o 1.1 
14 DL-?-amino bu tyr ique  + a-c6toglutarique 49.o 2.1 o 
15 DL-valine 26.8 i. i 
16 DL-valine + u-c~toglutarique 324.o 14. 4 12.2 
17 DL-norvaline 29.2 1. 3 
18 DL-norvaline + a-c6toglutarique 273. 12.1 9.9 
I9 L-leucine 26.8 i . i  
20 L-leucine + a-c6toglutarique 325-6 14.5 12.3 
2i D-leucine 26. 4 i . i  
22 D-leucine + a-c6toglutar ique 42.8 1.9 o 
23 DL°isoleucine 21 0.9 
24 DL-isoleucine + a-c6toglutarique 327.6 14.6 12. 4 
25 DL-norleucine 24. 5 I .o 
26 DL-norleucine + a-c6toglutarique 3o3 13. 5 11. 3 
27 D-aspartate  + c6tavlon 26. I . I  
28 D-aspartate  + a-c6toglutar ique + cetavlon 28. 5 1.2 
29 L-aspartate  + cetavlon 41. 1. 7 
30 L-aspartate  + a-e6toglutar ique + cetavlon 700. 31.2 29.0 
31 L-arginine 25 1.7 
32 L-arginine + a-cetoglutar ique 47.2 2.1 o 
33 L-ornithine 25 . I. I 
34 L-ornithine + u-c6toglutaxique 19.7 o.9 o 
35 L-citrulline 4 I. i. 7 
36 L-citrulline + a-c~toglutarique 43.3 1.9 o 
37 L-lysine 24.7 i . i  
38 L-lysine + a-c6toglutarique 41.6 1.7 o 
39 L-proline 24.9 i. i o 
4 ° L-proline + u-c6toglutarique 56.3 2. 4 o 
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TABLEAU IV (continuation) 

Composition du rn~lange dtudit Acid* glutarnique dana .r ~d de mBange 

F o r ~  par ~ransamina~ion 
(obtem* ¢n retranchan$ de Bavt~rie 2o mg darts tampon phosphate M/#5 pH 8.3 + en pl CO s Total en I~M l' ac. glutamiq~ total l'ac. 

pyridoxalphosphate I~o pg, addi$ionn~ de: (saul indica, degagg 
tion les temps d'incubation sons de z~o rain) glutamique de I essai No. 4) 

(z) Ca) (3) 

41 L-histidine 22. 0.9 
42 L-histidine + a-c6toglutarique 164. 7.3 7 -x 
43 DL-thr6onine 2.52 o.I 
44 DL-thr~onine + a-c6toglutarique 21.6 o.9 o 
45 DL-serine 25. 7 i.i 
46 DL-serine + a-c6toglutarique 40.9 1.7 o 
47 L-cyst6ine 6.9 o.3 
48 L-cyst6ine + a-c6toglutarique 12. 5 o. 5 o 
49 L-cyst6ine 19.2 o.9 
5o L-cyst6ine + a-c6toglutarique 11.8 o.5 o 
51 DL-methionine 24.2 i .o 
52 DL-methionine + e-c6toglutarique 241.3 lO.7 8.5 
53 L-ph6nylalanine 23.8 i.o 
54 L-ph6nylalanine + a-c6toglutarique 21o.8 9.4 7 .2 
55 DL-tryptophane 25. 4 I.I 
5 6 DL-tryptophane + a-c6toglutarique 84.3 3.7 1.5 
57 L-tyrosine 24. 7 I.o 
58 L-tyrosine + a-c~toglutarique 9o. 7 4.o 1.8 

Les r6sultats de la d6terminat ion quant i ta t ive  de l 'acide glutamique par  d6carbo- 
xylat ion sont  ell accord avec les r6sultats de la chromatographie.  Tous les  amino-acides 
donnan t  une t ransaminat ion  positive donnent  une tache tr~s net te  sur les chromato-  
grammes.  

Les amino-acides t ransaminant  avec cert i tude sont, par  ordre d' intensit6 de la 
t ransaminat ion:  l 'acide aspartique,  l ' i so l euc ine ,  la leucine, la norleucine, la valine, la 
norvaline, l 'acide a-amino-butyr ique,  la m6thionine, la ph6nylalanine, l 'histidine, 
l 'alanine, la tyrosine et le t ryp tophane .  

Les amino-acides de la s6rie d (N ° 22, 28) ou les amino-acides dont  le groupe - -  N H  2 
n 'est  pas en a (N ° IO, 14) ne t ransaminent  pas. 

I1 est int6ressant de constater  que la norvaline et l 'acide a-amino-butyr ique  dont  
la pr6sence dans les cellulos est contest6e, t ransaminent  tr~s bien. STUMPF 31 a trouv6 
r6cemment  une t ransaminat ion  de la norvaline dans des graines ell germination.  

Comme il a d6jk 6t6 signal6, la norvaline inhibe la croissance. En  raison de la 
possibilit6 d 'ac t ion  de la norvaline, comme antagoniste  de l 'acide glutamique,  all niveau 
des t ransaminat ions ,  nous avons test6 son action sur la t ransaminase aspar t ique-+  
glutamique.  

La  format ion d 'acide glutamique a 6t6 d6termin6e dans les 3 syst~mes d6crits ci- 
apr~s : 

f I .  a-c6toglutarate M / I o  + L-aspartate M / I O  

20 mg B a c i l l u s  sub t i l i s  donne 9 .4 /zM acide glutamique 
lyophilis6 + 30/~g 2. c6toglutarate  M / I o  + DL-norvaline M / I o  

donne 16/~M acide glutamique 
pyr idoxalphosphate  3. c6toglutarate  M / 5  + L-asp. M / I o  +DL-norvaline M / I o  

donne 2 7 / , M  acide glutamique 
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On peut donc voir que la norvaline n'inhibe pas la transamination de l 'aspartate.  
Les deux transaminations sont additives et vraisemblablement caus6es par deux trans- 
aminases ind6pendantes. L '&ude des interr61ations des diff6rentes transaminations est 
actuellement ~t l '6tude. 

DISCUSSION DES RESULTATS 

La perte de la possibilit6 d'utiliser l ' ammonium comme seule source d 'azote pout 
s 'observer chez un Bacillus subtilis en r6alisant des cultures s61ectives, sur un milieu 
contenant du glutamate.  Les bact6ries mutantes  obtenues (m-) non seulement exigent 
alors de l 'azote amin6, mais elles ont perdu la possibilit6 d'utiliser, m~me partiellement, 
l'ion NH4+. Ceci montre que l'exigence ne r6sulte pas de l'impossibilit6 pour la bact6rie 
de synth6tiser un des amino-acides en tan t  qu'unit6 de construction des prot6ines, mais 
qu'elle correspond ~ la perte du m&anisme g6n6ral d' incorporation de I'NH4+. Un cas 
partieUement semblable a 6t6 signal6 r6cemment par FINCHAM*, 7 chez Neurospora, Oil 
une ufilisation partielle de I'NH4+ est cependant encore possible. La souche m -  pent 
croitre sur un des amino-acides suivants : acide glutamique, proline, ornithine, arginine et 
acide aspartique. La parent6 des quatre premiers amino-acides est bien connue et leur in- 
terrelation a 6t6 observ6e depuis longtemps dans les tissus animaux. (NEBER19; KREBS el 
al.n,l~,x3; ROLOFF et al.~3; STETTEN et al.m,s*,3°; WEIL-MALHERBE ET KREBS36; WIAME37). 

Des r6sultats d6crits dans ce travail, il r6sulte que la chaine m&abolique: Arginine 
ornithine-~ proline ~ acide glutamique est fonctionnelle et que chaque enzyme de 

cette chatne est  adaptatif .  I1 est &abli par  ce fait que la proline est un interm6diaire 
direct de la chaine. La proline avait  6t6 consid6r& comme le r6sultat d'une chaine 
lat6rale (BONNER l) lors de l '6tude du remplacement de l 'arginine par  la proline chez un 
Penicillium. I1 faut remarquer que, dans ce cas, la chaine 6tudi6e 6tait : ac. glutamique 
-~ arginine, et que les deux voies ne sont pas n6cessairement le r6sultat de la stricte 
inversion des r6actions. De plus r6cemment SRB, FINCHAM ET BONNER ~5 ont signal6 
que, clans de nouveaux essais, la r6ponse k l 'acide glutamique a donn6 des r6sultats 
irr6guliers; il est donc possible que la chaine de r6actions observ6e chez Neurospora se 
limite ~ proline -+ arginine. 

Le remplacement stoechiom&rique de l 'acide glutamique par les amino-acides 
pr6cit6s montre que pour l 'arginine un seul azote sur quatre, et pour l 'ornithine un azote 
sur deux sont utilis6s. Ceci se comprend ais6ment &ant  donn6 que ces amino-acides 
sont utilis6s via l 'acide glutamique. 

I1 r6sulte de ces observations que l'acide glutamique occupe une position centrale 
comme source d,azote pourcette bact6rie. Cette opinion a d6j k 6t6 exprim6e par plusieurs 
auteurs. ROlNE 2z avait  observ6 que l'acide glutamique, l 'acide aspartique et l 'alanine 
sont les amino-acides les plus abondants de la fraction amino-acides solubles de la levure, 
t o u t  partic, uli~rement lorsqu'une levure 6puis& en azote est remise en pr6sence d'ion 
NH4+. L'accumulation de ces amino-acides pr6c~de l ' incorporation de l 'azote darts les 
prot6ines. 

D~autve+ part,  MORISSON ET HINSHELWOOD ls ont clairement montr~ que la phase 
de latence de  E. coli est r6duite au minimum par ajoute d'acide glutamique. BILLEN 
ET LICRSTEIN a ont  6galement montr6 que E. coli (cellules non prolif6rantes) synth&ise 
l'hydrogdm~lyase et  l 'hydrog6nase avec une vitesse plus grande en pr6sence d'acide 
glutamique qu'avec d 'autres  substances test&s. 
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La sensibilit~ du Bac. subtilis k la norvaline, et l'effet compensateur de l'acide 
glutamique s'expliquent par l'analogie de structure de ces substances. La norvaline 
agit 6galement sur les souches capables d'utiliser I'NH4+, VACIRCA ss, PORTER ET 
~][EYERS 2° avaient d6jk signal6 l'effet inhibiteur de la norvaline chez d'autres micro- 
organismes sans l 'interpr6ter. 

La caract~re g6n6ral de donneur d'azote de l'acide glutamique chez Bac. subtilis 
est en accord avec les nombreuses transaminations que nous avons pu mettre en 6vidence 
chez cet organisme. Nous confirmons ainsi le r61e g6n6ral des transaminations pr6vu 
par Braunstein et d6montr6 d6finitivement par VIRTANEN ET LAINE 34,35, RAUTANEN21, 

ROINE 22, FELDMAN ET GUNSALUSS; CAMMARATA ET COHEN ¢ e t  ROWSELL 24. 

Parmi les amino-acides qui ne transaminent pas, il faut noter qu'il y a pr6cis6ment 
ceux qui peuvent se transformer en acide glutamique (proline, arginine, oruithine). 

L'ensemble des r6sultats sur la transamination montre que cette r6action joue un 
r61e tr~s g6n6ral dans l'ensemble du m6tabolisme azot6 et permet de croire que les c6to- 
acides homologues de l'isoleucine, la leucine, la norleucine, la valine, la m6thionine, la 
ph6nylalanine, l'histidine, l 'hydroxyproline, t'a-alanine, la tyrosine et le tryptophane 
sont les accepteurs du groupe -NH~ de l'acide glutamique. 

La possibilit6 de passer (probablement par mutation et s61ection) de souches 
assimilant I'NH4+ (souche +)  ~t des souches ayant  perdu enti~rement cette possibilit6 
(souche--)  permet de pr6voir avec une forte probabilit6 que l'entr6e de I'NH4+ dans 
le m6tabolisme azot6 se fait par une vole unique. On peut penser k l 'amimation r6ductive 
de l'a-c6toglutarate. R6cemment, FINCHAMS, 7 a pu montrer que les souches de Neuro- 
spora n 'ayant  pas la possibilit6 d'assimiler I'NH~ + sont d6pourvues de L- glutamique 
deshydrog6nase, alors que cet enzyme est pr6sent dans les souches pouvant assimiler 
I'NH4+. 

Nous avons signal6 que des amino-acides comme la leucine et l'alanine ne peuvent 
pas remplacer l'acide glutamique comme donneur d 'N; cependant, il est d6montr6 que 
ees amino-acides transaminent en donnant de l'acide glutamique. Cette contradiction 
entre les r6sultats in vivo et in vitro pose un probl~me int~ressant qui est actuellement 

l'6tude. 

Ce travail a 6t~ subventionn6 par l ' Insti tut  pour la Recherche Scientifique dans 
l 'Industrie et l 'Agriculture (I.R.S.I.A.), le Centre de Brasserie et Malterie (C.B.M.) et 
l ' Inst i tut  Belge de l 'Alimentation et la Nutrition (I.B.A.N.). Nous remercions vivement 
ces institutions pour l'int~r~t qu'elles ont pris ~ ce travail. 

R~SUM~ 

Le rn~tabolisme azot~ de diff~rents variants d 'un Bac. subtilis a ~t6 ~tudi6. 
Certaines souches (+)  peuvent utiliser I'NH4+ comme source unique d'azote. Cette possibilit~ 

peut ~tre perdue (souche--)  et dans ce cas (m-, s-), la bact~rie ne peut croItre qu'en presence de 
Fun des amino-acides suivants: ac. glutamique, proline, ornithine, arginine et ac. aspartique. 

La transformation d'une souche (+)  en souche (--) entra~ne la perte totale de l'utilisation de 
I'NH4+. Les amino-acides cites ci-dessus constituent alors la seule source d 'azote utilisable. 

I1 est d~montr6 que l'arginine, l 'ornithine et la proline sont des donneurs d'azote apr~s leur 
transformation pr~alable en ac. glutamique, qui est le douneur g6n6ral d'azote. Cette fonctiou est 
confirm6e par la raise en 6vidence de transaminations entre l'ac. glutamique et les amino acides 
suivants: ac. aspartique, isoleucine, leucine, norleucine, valine, norvaline~ acide a-amino-butyrique, 
ra6thiouine, ph~nylalanine, histidine, a-alanine, tyrosine et tryptophane. 
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On ddmontre que la proline est un const i tuant  de la chaine de rdaction al lant  de l 'arginine 
l 'acide glutamique. 

La  norvaline et  ~ un  degr~ moindre, l 'acide a-amino-butyr ique sont  des inhibiteurs de la crois- 
sance de Bac. sub,ills. Cette inhibit ion est at t r ibude ~. la similitude de ces substances avec l 'acide 
glutamique et l 'acide aspartique. 

SUMMARY 

The nitrogen metabolism of var iants  of B. subtilis has been studied. NH4+ may be the  only 
source of nitrogen for ( + )  strains. 

This abil i ty to utilise NH a m ay  be lost (Strains - - )  and in this case (m-, s-) the bacter ia  only 
grow when one o1 the  following amino acid is present  in the medium: L-glutamic acid, L-proline, 
L-ornithine, L-arginine and L-aspartic acid. 

The t ransformat ion of a s train (W) in a s train (--) results in the  complete loss of abili ty to 
use NH4+. The above-cited amino acids being the unique source of nitrogen. 

Arginine, ornithine, and proline are donors of nitrogen after  their  previous t ransformation 
into glutamic acid, which is the general nitrogen donor. This function is confirmed by  the demon- 
s trat ion of a t ransamina t ion  reaction between glutamic acid and the following amino acids: aspaxtic 
acid, isoleucine, leucine, norleucine, valine, norvaline, a-amino-butyric  acid, methionine,  phenyl-  
alanine, histidine, a-alanine, tyrosine and t ryptophane.  

I t  is demonstrated t h a t  proline is an  intermediate  when axginine is t ransformed to glutamic 
acid. 

Norvaline and, to a lesser degree, a-amino-butyric acid, axe growth inhibitors of B. subtilis. 
This inhibit ion is explained by  the  similarity between these substances and glutamic and aspart ic 
acid, respectively. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Der Stickstoffmetabolismus verschiedener Var ianten  eines B. subtilis wurde untersucht .  
Gewisse St~mme ( +  StRmme) k6nnen NH4+ als einzige Stickstoffquelle gebrauchen. Diese 

F~ihigkeit kann  verloren gehen ( - -  Stamm) und in diesem Falie (m-, s-) kann  die Bakterie nur  in 
Gegenwart  einer der  folgenden Aminos~iuren wachsen: Glutamins~ure, Prolin, Ornithin,  Arginin und 
Aspaxagins~ure. 

Die Verwandlung eines ( + )  in einen (--)  Stature br ingt  den vollstAndigen Verlust der F~higkeit, 
NH4+ zu verwerten mi t  sich. Die obengenannten Aminos~uren stellen dann  die einzige verwendbare 
StickstoffqueUe dax. 

Es wird bewiesen, dass Arginin, Orni thin und Prolin nach Umwandlung in Glutamins~ure, 
welche die aUgemeine Stickstoffquelle ist, Stickstoff abgeben. Eine BestRtigung hierfiir bilden die 
aufgezeigten Umaminierungen zwischen Glutamins~ure einerseits und Asparagins~ure, Isoleucin, 
Leucin, Norleucin, Valin, Norvalin, a-AminobuttersRure~ Methionin, Phenylalanin° Histidin, a- 
Alanin, Tyrosin und Tryp tophan  andererseits. 

Es wird bewiesen, dass Prolin ein Glied der  Reaktionsket te  ist, welche vom Arginin zur Glut- 
amins£ure fiihrt. 

Norvalin und, in geringerem Masse, a-Aminobutters£ure hemmen das Wachs tum yon B. subt~lis. 
Diese Hemmung  wird auf die ~hnl ichkei t  der  genannten Verbindungen mit  Glutamin- und Asparagin- 
s~ure zuriickgefiihrt. 
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