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INTRODUCTION 

On sait depuis longtemps que le CO, est n@cessaire ~ la croissance bact@rienne 1, 2, 3. 
Des revues r@centes ont trait@ de cette question 4,~,6. Sur la base des t ravaux actuels, 
on peut, d~s k pr@sent, distinguer diverses modalit@s d'action du CO,. Nous rappelerons, 
parmi les diff6rentes hypotheses 6raises, celle qui semble actuellement la mieux @tablie: 
on a 6tabli que le CO S assimil@ se retrouve dans le carbone ur6ide des pyrimidines 7. 
McLEAN ET PURDIE s ont pu r@duire l 'assimilation du CO s chez Serrat ia  marcescens en 
croissance en ajoutant au milieu de culture de l'arginine (ou de la citrulline, mais non 
pas de l'ornithine) et de l'uracile (de l'uridine, de la cytidine ou de l'acide orotique). 
On a interpr@t6 ces faits en supposant que le CO2 serait la source obligatoire du carbone 
ur6ide des pyrimidines. I1 semble bien qu'il en soit ainsi d'apr~s le travail r@cent de 
HEINRICH et al. 9, qui ont 6tabli l'existence de la chaine m~tabolique CO 2 ---+ C ur~ide 
de la citrulline --+ C ur6ide des pyrimidines. 

Mais ces faits n'expliquent qu'une partie des observations: en effet, LWOFF ET 
MONOD 2, AJL ET WERKMAN 3 et McLEAN ET PURDIE 8 ont montr6 que le CO S peut @tre 
partiellement remplac@ par des acides dicarboxyliques, comme l'asparagine ou l'acide 
glutamique. Ces auteurs font l 'hypoth~se 2 que le CO2 est indispensable ~ la croissance 
parce que certains m6tabolites essentiels, catalyseurs de la respiration, ne peuvent ~tre 
synth@tis@s que par carboxylation suivant le processus de WOOD ET WERKMAN. AJL 

ET WERKMAN consid6rent que "La  fonction du COs est essentiellement la synth6se de 
c@to-acides qui, par amination, transamination, sont utilis4s en remplacement du COs; 
l'acide citrique serait d'une part  ~ l'origine de la synth~se de l'a-c6to-glutarate, alors 
que les acides dicarboxyliques serviraient de pr6curseurs de l'oxaloac4tate. 

Que ce soit pour le remplacement de compos6s catalytiques ou constitutifs de la 
cellule, le caract~re obligatoire de l'assimilation du CO s n'est pas expliqu6 aussi claire- 
ment dans ces c a s q u e  dans celui de la synth~se des pyrimidines. La complexit4 des 
interpr@tations est vraisemblablement dfie aux inter-conversions possibles des substances 
raises en jeu dans le cycle des acides tricarboxyliques ou, @ventuellement, dans le cycle 
des acides dicarboxyliques. 

Nous croyons que ces observations se comprennent mieux si on reprend une propo- 
sition faire pr6c6demment par KREBS 1°, qui accorde un r61e biosynth4tique fondamental 
au cycle des acides tricarboxyliques. Ce r61e biosynth6tique apparait  clairement dans 
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les 6tudes effectudes sur des bact~ries en croissance n, 12, 13,11. Alors que le cvcle des acides  
t r i ca rboxyl iques  se pr(,sent, e eomme un m~canisme ca ta ly t ique  lors dc son fonct ionne-  
men t  dans  l ' oxyda t ion  te rmina le  des compos(,s ternaires,  il prend un caractbre  tout  
diffdrent lors d 'un  fonct ionnement  synthdt ique  et not re  ext)licati<m du besoin de CO,, 
d~coule immddia t emen t  d{' ce t te  remarque .  

En. elffet, l'-ulilisation., flo.m les synth&es, d'unc mol('.cule quelconq.ue du cycle de Krebs 
entrMne un arr?t de celui-ci, ~} moins qu'une quantit~ sloechiomdtrique d'un.e aulre substa~cc 
du cycle ne soil produite par un. processus imtdpendant. L'ensemble  enzymat ique  du cycle 
reste cependant  fonet ionnel  et effect ivement  ut i l isable  pour  les oxydat ions ,  telles que 
nous les mesurons  dans  le cas des cellules microbiennes  non prolif6rantes ou des tissus. 
Quand une croissance se produi t ,  un mi, tabol isme non cyclique (non ca ta ly t ique  en soi) 
se superpose  an m6canisme purement  oxydat i f .  

Si la source de earbone  den t  dispose la cellule est une substance  en Ca ou une 
substance  passan t  pa r  ee s tade  (sucre, glyc&ol),  il en r&ul t e  la n6cessit6 de synth~'se 
d 'une  moK'cule a y a n t  au moins 4 carbones :  e 'es t  le cas de la svnth6se de W o o d  T,-T 
WERKMAN, fo rmant  du m a l a t O  s ou de l 'oxaloacdtatOn,17,1s; dans les deux cas, le CO s 
est obl igatoire .  I1 doi t  done r&u l t e r  de l 'u t i l i sa t ion  d 'une  moldcule quelconque du cycle 
une u t i l i sa t ion  obl igatoi re  d 'une  moldcule de CO 2. 

Ce mode synth6t ique  peut  ~.tre repr6sent6 pa r  le sch6ma I et le mode o x y d a t i f  pa r  
le sch&na I I .  

S C H E M A  1 

"C2" + (C a + CO2} - -~ C~ -~ C 4 -+ C~ 

C~ r I 

syn th6ses  syn th6ses  syn theses  syn th6ses  
(groupe (glycine) (groupe (groupe 
aspar t ique)  g lu tamique)  aspar t ique)  

\ / 

5 CO2 ""a 

. . . . . . . . . . . . . . .  --~ pyr imid ines  

S C H E M A  II  

"C.o" + C 4 - - - +  C 6 -----* C 5 

La  synth~se des pyr imid ines  d @ e n d  du COs en deux points  (sch6ma I) si on adme t  
le m6canisme propos6 pa r  HEINRICH 9. 

Dans  le cas off le CO s est  absent ,  le cycle est  i n t e r rompu  dans  son rSle synth6t ique .  
Ainsi  s ' expl ique  que, lors d 'une  forte a6rat ion,  les synthSses soient  arr~t6es "~ la sui te  
de la per te  de CO s p a r  diffusion. Toutefois,  l ' exis tence de la condensa t ion  de l ' ac6 ta te  
en succinate  de Knopp-Wie land ,  qui semble exis ter  chez les moisissures 19, 20, les dis- 
pensera i t  de l ' a ss imi la t ion  du COs, au moins en ce qui concerne les syntheses  d6riv6es 
du  cycle t r i ca rboxyl ique .  

I1 a ~t~ d6montr6 que chez Neurospora 21 et chez Bacillus subtilis 22, le g lu t ama te  
se forme pa r  amina t ion  de l ' a -c6 to-g lu tara te .  L 'ac ide  aspar t ique ,  chez Bacillus subtilis, 
est le r6sul ta t  de la t r a n s a m i n a t i o n  oxalo-ac6t ique la. 

Dans  le cas off le cycle t r i ca rboxy l ique  est pu remen t  oxydat i f ,  le CO s ne pdn~'tre 
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dans les m6tabolites que par 6changes; lors du fonctionnement synth6tique, il correspond 
une assimilation nette. On peut donc pr6voir que 1/5 du carbone des nombreux amino- 

acides d~rivant de l'acide glutamique n, 12, ainsi que 1/4 du carbone des compos6s en C, 
(la famille des d6riv6s aspartiques par exemple), d6riveront du CO~ dans le cas d'une 
culture faite sur des substrats du type glucose ou glyc6rol. Par  cette hypoth~se, on rend 
parfaitement compte de la forte proportion de CO, assimil~e par  Neurospora en crois- 
sance 2~, ainsi que dans d 'autres eas 2~. Les fortes assimilations de CO2 dans la glycine 25 
s'expliquent aussi: elles %sulteraient de la d6composition des d6riv6s tricarboxyliques 
avec amination ~. 

MCLEAN et al. 27 ont d~jk remarqu6 que les assimilations du CO~ chez Serratia 

marcescens varient avec le substrat  carbon6 utilis6. Ceci leur permet de classer ces 
substances en deux groupes: d'une part,  le glucose, le glyc6rol et le pyruvate  et d 'autre 
part  le citrate et le malate. Ces auteurs observent 6galement que l 'assimilation du CO s 
est fortement accrue dans le cas de cellules en croissance, montrant  ainsi que ce ph6no- 
m~ne est dfx principalement ~ des processus synth6tiques. 

Nous donnerons dans ce travail  une nouvelle s6rie d'exp6riences 6tayant l 'hypoth~se 
g6n6rale qui vient d'Stre formul6e. 

MATI~RIEL ET TECHNIQUES 

On a utilis6 un  Bacillus subtilis, la souche  S +. Cet te  bac%rie peu t  croitre,  sur  un  milieu d6pourvu  
d ' amino-ac ides ,  5. pa r t i r  de sel d ' a m m o n i u m  c o m m e  source d 'azote .  

Le milieu es t  cons t i tu6  pa r  les subs t ances  su ivan te s :  s u b s t r a t  carbon~ M/2o, (NH4)2SO 4 M/5 o, 
NaCl M/ Ioo ,  K2SO a M/IOO, MgSO 4 M/Iooo ,  c i t ra te  de Fer  M/25,oo0 , t a m p o n  aux  p h o s p h a t e s  M/5o. 

Le s u b s t r a t  carbon6,  le p H  de la cul ture ,  ainsi que  l ' addi t ion  d ' a u t r e s  subs t ances  se ron t  p%cis6s 
pou r  c h a q u e  exp6rience.  

Les  croissances  se font  ~ 35-360 avec a6rat ion pa r  agi ta t ion,  s u i v a n t  la t echn ique  d6crite d a n s  
une  pub l ica t ion  ant6r ieure  28. L a  croissance est  d6termin6e pa r  opacim6trie ,  au  m o y e n  du colorim~tre 
Spekker ,  dans  des condi t ions  off la densi t6  op t ique  mesur6e  es t  une  fonct ion  lin6aire de la concen-  
t ra t ion .  Au cours  de que lques  exp6riences,  la croissance a 6t6 s i m u l t a n 6 m e n t  d6termin~e pa r  le dosage  
des pro t6 ines  totales ,  s u i v a n t  la m~thode  de FOLIN 29. 

Le CO S es t  d6 termin6 pa r  la t echn ique  de DOUTCH:EFF a° 16g~rement modifl6e. L ' h y d r o x y d e  de  
sod ium e x e m p t  de CO 2 utilis6 pour  la cap tu re  du CO 2 est  pr6par6 A pa r t i r  de sod ium m6ta l l ique  
(Treadwell).  Le 13aCO z ob tenu  es t  r6coltd et lay6 pa r  cen t r i fuga t ion  en presence de kaol in afin d '6v i te r  
des per tes  de ]3aCO 3 lors de la s6para t ion  du su rnagean t .  Le BaCO 3 es t  d6 termin6 v o l u m d t r i q u e m e n t  
en prdsence de bleu de brolnoph6nol .  

Les  rad ioac t iv i tds  du CO S son t  mesur~es  pa r  d t a l emen t  dn BaCO 3. Les  correct ions  d ' abso rp t ion  
son t  n6gl igeables  pa r  r appo r t  a u x  va r ia t ions  exp6r imen ta les  ~tudi~es. Les  radioact iv i t6s  des cellnles 
bac%r iennes  son t  mesur6es  pa r  ~ ta l emen t  d ' u n  a l iquot  de celles-ci apr~s deux  lavages  pr~alables  

l 'acide t r ich lorac6t ique  A 5 %, en prdsence d ' u n e  charge  de kaol in qui  facili te la m a n i p u l a t i o n  des  
bact6ries.  

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

Nous d6crirons une premiere exp6rience en d6tails; la m6thode adopt~e sera 6gale- 
ment  discut6e. 

Experience No.  I :  Incorporation du CO s au cours d 'une croissance sur glycerol 

La culture mise en croissance en p%sence de CO 2 marqu6 est constitu6e de: 
(a) 43 ml du milieu d6crit p%c6demment, contenant du glyc6rol M/2o; le pH du 

tampon aux phosphates est de 8.0; 
(b) bact6ries %colt6es par centrifugation d'une culture en croissance active sur le 

m~me milieu ; 
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(c) 14 ml d'une solution de NaHCOa, :lI/Jc 3 dquilibrde par barbotage avcc {70,)/N2 
(5%) h 35°; le pH de ce mdlange est 8.o. 

On ajoute ensuite 3 ml d'une solution de Na,214COa correspondant k une activitd 
d'environ 5" I o~; coups par minute. 

La culture ainsi obtenue a u n  volume de 6o ml et une densitd optique de o.23& 
Elle est raise en croissance. Lots de la croissance, le CO~ total, la radioactivit6 spdcifique 
et le pH peuvent varier ~t la suite des ('changes gazeux avec l'atmosph~re et de l~t 
production de CO~ mdtabolique. Les variations de pH pourraient ddterminer des 
variations importantes du rapport des espbces mol6culaires H,zCO a, HCOa,  COa 
Cependant, dans les conditions adoptdes, ces changements ne st' sent pas montrds 
significatifs (exp. III).  

La quantit6 absolue de CO2 pr6sente dans le milieu pouvant 6galement varier, on 
a ddtermin6, dans nne exp6rience s6par6e (III), que ces variations ne peuvent par 
influencer l'interpr6tation des r6sultats. Les variations de la radioactivit6 sp6cifique 
sent, par centre, importantes pour le catcul du CO 2 assimil6. C'est pour cette raison 
que l'on a d6termin6 la radioactivit6 spdcifique en 4 points de l'dvolution de la croissance. 
Ces 4 points d(qimitent 3 pdriodes et la radioactivit6 sp6cifique utilis6e dans les ealculs 
est la moyenne des 2 radioactivit6s sp~'cifiques du ddbut et de la fin de chaque p(,riode. 

Le Tableau I donne les r6sultats de cette exp~,rience: les donndes r~:sultent, dans 
chaque cas, de deux mesures dent on a pris la moyenne. 

TA13I ,EA[J  I 

Radioactivitd 
Temps  en Densitd CO., lolal spdcilique Radioactlvit( p H  

. o p t i q u e  ,:l 1 ) .0 .  f t ,~ l /ml  sp .  mo~,enne  
mtn 1).0. ) cps/It3l C02 " 

o 0.238 - -  17-4 475 ° I 467o 7.9 
3 ° o .27o o.o32 17.7 459o j I 

4590 6o o.3o8 0.038 17.0 4590 [ J 
90 0 .350 0.042 15.9 445 ° I 4520 8"37 

A D . O .  t o t a l  o. I I 2  

La radioactivit6 des bactfries en fin de croissance, pour Io ml de culture, 6tant 
de 5,347 cps/min, on peut en d6duire que la quantit6 de CO2 assimil6e au cours d'une 
eroissance de o.Ioo de D.O. est de: 

5347 5347 
. . . .  = I . o  4 1~3l  

(0.32 :~ 407 ° ) ~- (0.38 × 4590) + (o-42 × 4520 ) 5138 

Au cours de la croissance, on voit que la radioactivit6 spdcifique, ainsi que les 
quantit6s de CO2, varient tr(~s peu et, dans ce cas, les corrections ne sent pas importantes. 

Elles deviennent toutefois indispensables dans d'autres expdriences. 

Exp&ience No. I I : Croissanee sur citrate 

Les r6sultats sent donn6s au Tableau II. 
La radioactivit6 sp6cifique varie fortement au cours de ces exp6rienees et il faut 

tenir eompte des diff6rentes valeurs pour le calcul de l'assimilation totale de CO 2. 
La croissance est beaucoup plus lente dans ce cas. I1 en r6sulte une dilution plus 

importante du CO 2 radioactif. On verra, par l'6tude de la eroissance sur glutamate, 
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que la vitesse de la croissance ne peut pas ~tre consid6r6e comme une cause de la faible 
incorporation de CO s . 

T A B L E A U  I I  

Durde de p H  radfoactivitd spdcifique p M  CO 2 

Essias n ° Substrat l'e:~pdrience init. fin. init. fin. assimiId 

I c i t r a t e  400 7-9 8.9 6.050 2.45 ° o. 15 
2 c i t r a t e  335 7.8 8.7 5.141 2.9o2 o.26 

Expfrience No. I I I :  
Croissance sur gh~cose et glutamate et influence de la concentration en CO s 

La m6thode est identique h celle utilis6e dans les exp6riences pr6c6dentes, sauf 
toutefois pour la concentration en CO~ totale du milieu. Nous ne reprenons, dans le 
Tableau III, que les r6sultats essentiels ~ l'interpr6tation. 

T A B L E A U  I I I  

Durde p H  C oncentration Radioactivitd spdcifique i1M CO 2 
Essais n ° Substrat expdrience moyenne en 

carbond assimild 
min  init. fin. CO 2 p M / m l  init. fin. 

i g lucose  115 7.7 7.9 3 .8 17,9oo 4,5 °o o.84 
2 g lucose  115 7.8 8. 3 7.7 lO,5OO 4, 2oo 1 .o 
3 g lucose  115 7.9 8-5 14.9 5, 800 5, I5O 0.73 

4 g l u t a m a t e  15o 7.9 8.2 3.6 16,95 ° 9,25o o.13 
5 g l u t a m a t e  15o 7.9 8.4 5.6 i i ,ooo 8,85o o. I I 
6 g l u t a m a t e  I5o 7.9 8.6 12.2 5,600 5,250 0.08 

La croissance sur du glucose entraine une assimilation du m~me ordre de grandeur 
que celle qui a 6t~ constat6e lors de la croissance sur glyc6rol. D'autre part, la croissance 
sur le glutamate se pr6sente, k cet 6gard, comme celle obtenue sur citrate. 

On peut ~galement signaler que des variations du pH, de la vitesse de la croissance 
et de la quantit6 absolue de CO s, ne modifient pas l'ordre de grandeur des r6sultats. 

Experience No. IV:  Influence d'un donneur d'hydrog~ne 

Quel que soit le m6canisme de l'assimilation du CO 2, il implique une r6duction. 
On pouvait d~s lors penser clue la faible assimilation dans le cas des acides tri- ou di- 
carboxyliques ou de leurs d6riv6s pourrait provenir de la nature g6n6ralement plus 
oxyd6e de certains de leurs groupements et, d'autre part, de la pauvret6 en groupes 
hydroxyles donneurs d'hydrog~ne. Quoique cette objection ne puisse pas ~tre formul6e 
d'une fa~on tout-~-fait g6n6rale, nous avons cependant r6alis6 une exp6rience qui permet 
d'appr6cier sa valeur. 

Cette exp6rience a 6t6 faite snr une souche diff6rente de Bacillus subtilis, la souche 
Ms-. Dans cette souche 31, le glyc6rol est m6tabolis6 suivant l'6quation: 

glyc6rol + DPN + --~ Dihydroxyac6tone + DPN + H + 

La dihydroxyac6tone n'est plus transform6e ult6rieurement et elle est enti~rement 
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rejet6e dans le milieu. Ce mdcanisme est done exclusivement d()nn('ur dhydrog(~nc. 
En rdalisant nne croissance d 'une par t  sur glutamatt~ ct d 'aut rc  t)art sur Klutamatc 

_a glycdrol, en pr('sence de (luantitds identiques dc ('O~ marqud, l'inc(~rp<)rati()n (t~, C()~ 
a correspondu respectivcment it 2,60o t,t 2,9oo cps/min, malgrd I'~ctivit(, considdmld(, 
de la glycdrolddshydrogdnase. L 'dcart  est trhs faible par  rapport  it cclui qui cxistc entre 
une croissance sur g lutamate  ct nnc croissance sur glyc(~rol, lors~lu,, cc dernier ('st la 
source de carbone (souche S~). 

Expdrience No. V:  Gdudralisaliou ?l d'autres substrals 

Les exp6riences prdcddentes ont montr6 que l 'assimilation du C0,2 est caractdristique 

0.5 

,I,,,11 
~ ~ ~7 ~7 ~ ~ ~ . . "  

.~ ~.~ ~ ~ _ ~ , =  

Fig. 1. Ass imi la t ion  du CO 2 en p3l pour  xo ml de cu l tu re  
a y a n t  crfi d ' une  quan t i t 6  co r r e spondan t  5. o. i  de densi td  
opt ique.  Les sources carbondes prdsentes  dans  le mi l ieu  sont  
indiqudes en abscisse. Les condi t ions  sont  indiqu4es  dans  
le d6ta i l  de chaque  expdrience co r re spondan t  au n ° d 'o rd re  

a c c o m p a g n a n t  le s u b s t r a t  carbon6. 

Expdricuce No. V I  : Compdtition isotopique 

du substrat  et qu'elle varie peu 
avec les autres conditions expd- 
rimentales. Dans les exp6riences 
ddcrites ci-dessous, nous ne don- 
nerons pas les ddtails expdrimen- 
taux,  parce (lue les conditions 
adopt6es sont voisines de celles 
qui ont at(' rdalisdes au conrs des 
expariences I I I ,  essais No. 6. Los 
r6sultats sont donnds dans la 
Fig. I, off nous avons repris, 
pour comparaison, Fensemble des 
rdsultats ext)( 'rimentanx prdc(,- 
dents. 

Les substrats  sont clairement 
r6partis en deux catdgories; il 
faut cependant remarquer  que le 
pyruva te  donne un rdsultat in- 
term6diaire, qui ne pent pas 
recevoir actuellement d 'explica- 
tion simple. ( e  problbme est h 
l 'dtude en ce moment .  

L 'addi t ion  de subsfances du cycle tr icarboxylique r6duit for tement  l 'assimilation 
du CO S. Jusqu'fl  prdsent, ces substances ont 6t6 chacune employ6es comme seul substrat  
carbon6. On doit s 'a t tendre  k ce que, lors d 'une croissance se produisant  s imultan6ment 
en pr6sence d 'un  substrat  donneur  de mol6cules k 3 carbones et de mol6cules du cycle 
tricarboxylique, la consommat ion  de CO s soit moins importante.  Cette mbthode de 
"comp6ti t ion isotopique",  d6jh employ6e avec succ~s par  A•ELSON et al. 11, a donn6 
6galement dans ce cas des r6sultats int6ressants. Ils sont repris dans la Fig. i.  

On voit que l 'addit ion d 'asparagine r6duit effectivement l 'assimilation du CO 2 dans 
une proport ion consid6rable. Cependant,  la r~duction est moins marqu6e en pr6sence 
de glutamate  et elle est encore plus faible en pr6sence de citrate. La raison de ces 
difffirentes comp6titions se comprend ais6ment: on constate en effet que chacun des 
substrats  du cycle tr icarboxylique agit effeetivement en fonetion de la vitesse de crois- 
sance qu'il provoque lorsqu'il  est le seul substrat  utilisable. La  croissance sur de l 'acide 
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citrique comme seul substrat carbon6 est tr6s lente, le temps de g6n6ration 6tait de 
970 rain ; sur glutamate, il est de 353 min et sur asparagine 

1.0 

a.  

0.5 

e e e ~ 

I 
tJ 

Fig .  2. C o m p 6 t i t i o n  de  di/~6r- 
e n t s  s u b s t r a t s  c a r b o n d s  a v e c  
l ' a s s i m i l a t i o n  du  CO 2. Co- 
o r d o n n 4 e s  s e m b l a b l e s  & ce l les  

de  la  F ig .  i .  

de 314 min. Chacune de ces substances n'est pas utilisable 
avec la m6me intensit6 et, dans ces circonstances, le COz 
n'est pas remplac6 int6gralement; il y a effectivement 
comp6tition et non pas exclusion de l'utilisation du CO v 

.~ 6.2 (6.9j 

j J  

5.O 

/ t /  ~.f it, t¢~ 
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Fig .  3- I n f l u e n c e  du  c i t r a t e  su r  l a  c r o i s s a n c e  & d i f f6 ren t s  p H .  - -  
m i l i e u  a v e c  g lycdro l  + c i t r a t e ;  . . . . .  m i l i e u  a v e c  g lyc6 ro l  seul .  Les  
v a l e u r s  des  p H  i n i t i a u x  s o n t  i n d i q u d e s  e n t r e  p a r e n t h e s e s .  Les  p H  
m e s u r 6 s  en  cou r s  de  c r o i s s a n c e  s o n t  p o r t 6 s  su r  les c o u r b e s  a u  

m o m e n t  c o r r e s p o n d a n t  ~ l a  m e s u r e .  

Experience No. V I I :  Influence du citrate sur la croissance ~ cliff,rents pH 

La croissance de la souche S + sur le milieu d6crit pr6c6demment avec du glyc6rol 
comme source de carbone, est rapidement bloqu6e d~s que le milieu devient 16g~rement 
acide. Une diff6rence sensible se manifeste d6jk entre les pH 7.00 et 6.40. La phase de 
latence est nettement plus importante k pH 6.40 qu'k pH 7.00; elle augmente encore 

des pH plus has et, dans ces cas, la croissance totale est d 'autant  plus faible que le 
p H  initial est plus bas. 

Lorsque du citrate M/ Ioo  est pr6sent dans les cultures, la croissance devient 
largement ind@endante du pH:  elle est pratiquement constante jusque p H  5.75. La 
mesure des p H a u  cours de la croissance, montre que l 'action du citrate ne peut pas 
~tre attribu6e & un effet tampon, ni k une alcalinisation provenant de l 'oxydation de 
celui-ci. Un effct du tampon citrate ne peut se manifester que lorsque les cultures 
deviennent trbs acides. Darts les cultures sans citrate, non seulement la croissance est 
beaucoup plus lente qu'au m~me pH en pr6sence de citrate, mais elle cesse m~me par 
une acidification du milieu ; dans ce cas, le citrate peut intervenir par un effet sur le pH. 

Dans la Fig. 3, nous reproduisons quelques courbes de croissance caract6ristiques. 

CONCLUSIONS ET DISCUSSION 

La Fig. I donne le r6sum6 des observations que nous avons faites sur l 'assimilation 
du CO~ extracellulaire au cours de la croissance sur diff6rents substrats. I1 apparait  
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clniremcnt  quc les membrcs  du cycle t r icarboxyl iquc ,  ell les snbs t ra t s  ~]ui l)CUvcUt \ 
conduire  pa r  tree rdaction dr' d( 'composit ion,  ( 'n t rainent  tree r('dTwtion massive <h' 
Fnss imi la t ion  du CO 2 t)ar rnpt>ort "7 celle obtenue  cn Fr('s('nce des slll)strnts <lui t)',,~sctLt 
pa r  les s tadcs  (;~ ou (~2 nvnnt It,ur u t i l i sa t ion  dnns les synthbses.  

Nous potlVOTlS expliqn~'r c('s fai ts  pa r  l'hyi)othC'sc fai tc  dans  l ' intr()duction <h ~ (-c 
t ravai l ,  ~t savoir  title lc r()lt' /)io.s'),lzlh['liqz~c ~tz~ cvcl~" des acidt's tr[carb(,:~ yl/qm'.~ /ollcllotlllallt 
t} 15artir de comtSos?s ell (7:~ OU (72 impliqm: -ml~: assimilalioJz obhgatoirc ,'t ,~loechiomitriqm: 
de ( 0 ~ .  Quoique cet te  propos i t ion  rdsulte du s imple examen <Ill bilan nl&abol iquc,  ellc 
ne semble pas aw)ir  dtd formulde c la i rement  nut)arnvant .  

Cette hypoth6se  rend compte ,  non seulement  de l 'nspcct  qua l i t a t i f  des rdsultats ,  
mais  aussi de l ' impor tance  quan t i t a t i ve  de l ' ass imi la t ion  du COe. 

En consid( ' rant  que le cycle de Krcbs  par t ic ipe  pour  5o% aux synth6ses pro-  
tdiques u, 1'~ et que r carbone  pour 4 it 5 carbones  doit  proveni r  du CO,,, on peut  es t imer  
que celui-ei devra i t  in te rven i r  pour  I I  % du carbone prot6ique : on t rouve  expdr imenta le -  
ment  la va leur  moyenne  de 8.5 %. 

Le mdcanisme d 'ass imi la t ion  du CO,, dont  nous avons traits? n 'es t  6videmmcnt  pns 
le seul ex is tan t ,  l.Jn m( 'canisme diffdrent se pr( 'sente lors de la synth6se des pyr imid ines  
et v r a i s emblab lemen t  dans  des r~act ions don t  la na ture  reste it pr6ciser, ranis dont  
l ' ex is tence  peut  (,tre soupconnde ~ In suite  des observa t ions  de I .woH: le t  M()NOI) 2, dr' 
AjL ANI) "~VERKMAN a c t  de (;ERHARDT ET \~ZlLSON 32, m o n t r a n t  qTle les subs tances  
prdcit6es ne peuven t  pas remplace r  en t i6rement  le ('O,~. 

L 'effet  du  c i t ra te  sur la sensibilit(, des cul tures  ~t l ' ac id i t (  se comprend  si on ndmet  
que le CO 2 mfitabolique diffuse assez r ap idemen t  dans  le milieu pour  descendre ~t un 
t a u x  in t race l lu la i re  incomt)at ible  avec sa fonct ion essentielle dans  les synth6ses.  A p H  
acidc, le t aux  du CO~ dissous, en dquil ibre avec le CO~ atmosph( ' r ique,  serait  insuffisant 
pour  ma in ten i r  le CO 2 intrncel lulaire  it line concent ra t ion  p e n n e t t a n t  les synth6ses,  
L'effet  par t i cu l ib rement  marque'  sur la phase  de la tence s 'expl ique  ais( 'ment pa r  In 
r~duct ion de la p roduc t ion  m(, tabolique du CO 2 dans  ces condit ions.  

Cette i n t e rp re t a t ion  est en accord avec les observa t ions  de POrT~:R gl" ELVEH.IEM aa 
fai tes  sur  Lactobacillus aral)itz.osus. Ces au teurs  ont  montr6  que cet organisme peut  
c ro i t re  it p H  5-4 ~ la condi t ion  que de l ' a spa r t a t e  Oil de l 'oxatoac( ' ta te  soit pr(~sent dans  
le mil ieu de cul ture ;  lorsque ces subs t ra t s  sont  absents ,  la croissance est p rn t iquemen t  
nulle, ddjk tt p H  5.8. Si dans leurs exp(,rienees les ant res  membres  en (i 4 du cycle tr i-  
ca rboxy l ique  ne mani fes ten t  pas  cet effet, celn doit  £,tre a t t r i bu (  • aux compl ica t ions  dues 

la pdn6t ra t ion  de ces substances  jusqu ' i t  leur site mdtnbolique.  Ces compl ica t ions  qui 
ne se prdsentent  pas  ehez Bacilh~s sut~lilis 1'~ ont  dtd c la i rement  nnalvsdes rdcemment  
pa r  KRH~S ~°, Ko(;t~'l a4 et ('AMPBI~LL aS. O71 a ddj~l, signaK' que la croissnnce des bactdries  
laet iques  dta i t  favoris(~e par  la pr6sence de CO2 a". Nos expdriences mon t ren t  que l ' in- 
sensibi l i td ~l l ' ac idi td  ne s 'd tend pas  ~t des p H  infdrieurs it 5.o. 

C'est  effect ivement  ce que nous devons  obtenir ,  6tnnt donn(' que, en dessous de 
ce pH,  le CO2 dissous est ent i6rement  sous forme non ionisde le p K  de la premibre 
Ionct ion acide de l 'ac ide carbonique  est de 6.5 et it p H  5, it ne snbsiste que 2% de la 
forme HCO a . On sai t  que certnins microorganismes  tels  que tes levures et les moisissures 
sont  n e t t e m e n t  moins sensibles ~ l ' ac id i% que In major i t6  des bactdries.  

Cette propr idt6  flit ddjlt uti l isde pa r  PASTt~;UR pour  la purif icat ion des levures.  I1 
est  possible que eet te  insensibi l i td soit r6atisde pa r  la condensat ion C 2 - ~  (;4 signalde 
p a r  FOSTER et al. lu, ~o 
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Des facteurs physiques, touchant la vitesse de diffusion du CO~ m6tabolique, pour° 
raient 6galement intervenir. Si nous admettons que la vitesse de diffusion est propor- 
tionnelle & la surface, alors que la production m6tabolique de CO s est proportionnelle 
k la masse totale, dans ce cas, les organismes de plus grande taille comme les levures 
et moisissures doivent ~tre plus r~sistants k l'acidit~ que les bact6ries et les actino- 
myc5tes. L'origine de la r6sistance extraordinaire d'organismes tels que les Thiobacillus 
thioxydans, pouvant  croitre k pH I.O, est 6videmment d'une autre nature. 

Le r61e du cycle des acides tricarboxyliques dans les oxydations cellulaires des tissus 
animaux est actuellement hors de doute. A part ir  de donn6es obtenues principalement 
chez les micro-organismes, on est amen~ k penser qu'il joue un r61e biosynth6tique 
essentiel. II est vraisemblable que cette fonction biosynth6tique ~xiste 6galement dans 
les tissus animaux. A l 'appui de cette id6e, on peut remarquer que les tissus animaux 
k fonction synth6tique, les cellules du foie par exemple, manifestent une assimilation 
de CO 2 beaucoup plus intense que les tissus ~ sp~cialisation essentiellement ~nerg~tique, 
tels que le muscle 5. 

On peut penser que les deux modes de fonctionnement du cycle des acides tri- 
carboxyliques offrent une possibilit~ d'6volution du fonctionnement des tissus au cours 
du d~veloppement. Des 6tudes 6tablissant cette diff6rentiation tissulaire, au niveau 
m~tabolique, semblent souhaitables. R~cemment, COHEN 37 et FLICKINGER 3s ont ~tudi6 
l 'incorporation du COz dans les compos6s prot6iques, nucl6iques et acido-solubles des 
oeufs et des premiers stades du d~veloppement des Batraciens. Dans l'ensemble, leurs 
r6sultats indiquent une participation importante des compos6s du cycle tricarboxylique 
au processus d'assimilation du CO2; de plus, l 'incorporation du COz dans les prot6ines 
et les acides nucl6iques augmente lors des stades plus avanc~s du d~veloppement 
(neurula). Dans ce cas cependant, l ' interpr6tation des rfsultats est compliqu6e par la 
possibilit6 de remaniements mol6culaires k partir  des r6serves plut6t que d'une synth~se 
nette. L'6tude d'oeufs oligol6citiques ou d 'embryons ~ un stade plus avanc6 du d6ve- 
loppement permettrai t  sans doute de pr6ciser le r61e du CO s dans la synth~se des tissus 
animaux. 

Rt~SUMI~ 

On pr6sente une explication permet tan t  de rendre compte d 'une pattie importante  des exigences 
en CO~ au cours de la croissance des organismes h6t6rotrophes. Cette exigence r~sulte du fonctionne- 
ment  biosynth6tique du cycle des acides tricarboxyliques. 

Cette hypoth~se permet  de rendre compte de nombreux faits d6j~ signal6s auparavant ,  ainsi 
que de ceux pr6sent~s dans ce travail. 

Le r61e 6nerg~tique et synth6tique du cycle des acides tricarboxyliques dans les tissus animaux 
est discut~. 

SUMMARY 

A hypothesis  is presented, which gives an explanation of a major part  of the need of CO 2 in 
the growth of heterotrophic organisms. This need results from the biosynthetic function of the 
tricarboxylic cycle. 

The hypothesis  explains the numerous facts previously reported in the literature, as well as 
those presented here. 

The energetic and synthetic functions of the tricarboxylic acids cycle in animal tissues are 
discussed. 

Bibliographie p. 278. 



27'~ I . M .  \VI.\ME, S. t-'()I'R(iE(HS \ ' i l l . .  | 8  (Ii(~551 

ZI;S.\M~. tENFA,~SI 'NG 

Es wird eine Erk lSxung vorgcschlagen,  welche es erm6gl icht ,  einem l ,edeutenden "l'cil ,[er C()~ 
Bedfirfnisse im Laufe  des \Vachs tumes  yon he te ro t rophen  ( ) rganismen R e c h n u n g  zu t r a g e n  l) iesos 
Bedi i r fnis  e rg ib t  sich aus den b iosvn the t i schen  F u n k t i o n e n  des Tr ika rboxy l s t iu rezyk lus .  

Durch  diese H y p o t h e s e  kSnnen viele bere i ts  gei11eldete, sowie die in der ge~{enw~irti~en .\rbeit: 
n l i t ge t e i l t en  Ergebn isse  erkl~irt werden.  

Die energe t i sche  und syn the t i s che  Rolle  des T r ika rboxy l s t i u rezyk lus  in t ier ischen Geweben wird  
e r6r te r t .  
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