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N E C E S S I T E  D E S  O R T H O D I P H I ; E N O L S  P O U R  L A  ( t { ( ) I S S A N C F ~  1)E 

COCCUS P (SARCINA SP.) 

par  

L U I G I  G O R I N I  ET R I C H A R D  L O R D  

Laboraloire de Chimie biologique de la Facultd des Sciences, Paris (l:ra,~ce) 

Au cours de recherches en vue d '6 tab l i r  un mil ieu synth6t ique  de cul ture  pour  Coccus 
P (Sarcina sp.)*, nous nous sommes aper~us  que la croissance de ces bact6r ies  est 
d ' a u t a n t  plus facile que le milieu a fit6 plus for tement  chauff6 pendan t  la st6ri l isat ion 

l ' au toc lave .  Apr~s avoi r  constat6 que ce fair est dfl ~ une modif icat ion subie, au 
cours du chauffage,  pa r  la tyros ine  eontenue dans le milieu, nous avons t rouv6 que 
Coccus P n ' a  pas besoin de la tyros ine  en rant  qu 'ac ide  amin6, mais seulement  en t an t  
que source de d ihydroxyph6nyla lan ine .  En  fait  la pr6sence d 'un  or thodiph6nol  s 'es t  
r6v616e n6cessaire k la eroissance de ees bact6ries.  

Nous  6tudions ici les condi t ions  d ' ac t ion  de ce type  de substance.  

PARTIE EXP/~RIMENTALE 

Techniques 
Souches bact&iennes. Nous avons  ut i l is6 une souche de Coccus P p r o v e n a n t  de la  col lect ion de 
l ' I n s t i t u t  P a s t e u r  de Bruxel les .  Sa cu l tu re  exige un mil ieu complexe  c o n t e n a n t  de l ' h y d r o l y s a t  
de cas6ine et  de l ' e x t r a i t  de levure.  A p a r t i r  de ce t t e  souche, nous avons  isol6 deux  v a r i a n t s  qui  
sont  capables  de se d6velopper  dans  le mil ieu s y n t h 6 t i q u e  d6cri t  c i-dessous:  Coccus P S  (non 
pro t6oly t ique)  e t  Coccus P S P  (prot6olyt ique) .  

Milieux de culture. Les subs tances  suivantes ,  ind ispensables  ~ la croissance de Coccus P, 
sont  con tenues  dans  tous  les mi l i eux  ~ la  concen t r a t ion  o p t i m u m  indiqu~e:  KH2PO 4 I0 -a M;  
MgSO 4 5 .10  .4 M ;  FeSO 4 10 -5 M; CuSO 4 i0  7 3//; guan ine  (Roche) I 0 - ~ I ;  b io t ine  (Roche) 
10 -91~I. A c e s  concent ra t ions ,  ces subs tances  ne l i m i t e n t  pas  la croissance jusqu '~  une densi t6  
bac tdr ienne  de 2,000 #g  de bact~ries  (poids sec) pa r  ml  de cul ture .  

Les sources de C et  de N utilis6es, v a r i e n t  s u i v a n t  les exp6r iences ;  elles sont  indiquSes 
dans  chaque  cas. Le mil ieu que nous appelons  standard con t i en t  pour  I oo ml  : acide L-g lu tamique*  * 
o.2 g; Na  ace t a t e  o.2 g; glucose o.2 g; (NH4)~SO 4 o.2 g. 

Les d6riv6s ph6nol iques  a jout6s  au mil ieu sont  indiqu6es  dans  chaque  exp6rience.  
A v a n t  l ' add i t i on  du glucose et  des ph6nols, les mi l i eux  sont  a jus t6s  /~ p H  7.2 pa r  N a O H  N 

et  st~rilis6s /t l ' au toc lave .  Le glucose est  st6rilis~ ~ p a r t  et  a jout6  s t~riIement .  Les so lu t ions  des 
ph6nols,  5, une concen t r a t i on  ioo  lois plus  g rande  que celle qu 'on  v e u t  r6al iser  dans  le milieu,  
sont  a jout~es s t6 r i l ement  au m o m e n t  de l ' ensemencement .  El les  sont  pr6par6es ~t froid, filtr6es 
sur  filtre Seitz s t6r i l isant ,  conserv6es ~ o ° e t  employ6es  dans  les 24 heures  qui  su i ven t  leur  pr6pa- 
ra t ion.  Le m o n t a g e  du fil tre Seitz es t  en verre  et  acier i noxydab le  e t  la rondel le  f i l t r an te  es t  
lav6e so igneusemen t  avec HCI N. 

Conditions de culture. L ' inocu lum est  une cu l tu re  de 24 heures  /~ 37 ° dans  le mil ieu s t a n d a r d  
c o n t e n a n t  du cat6chol  IO -6 M e t  a y a n t  une densi td bac t6r ienne  de i , ooo /~g /ml  environ.  Le w) lume 
de l ' i nocu lum est  Ie I/iOO de celui du mil ieu ensemenc~. L ' i n c u b a t i o n  de la cu l tu re  est  fa i te  

26 ° ou 5, 37 ° avec ag i t a t ion .  
Ddtermination de la croissance. La densi t~ bac t6r ienne  est  appr~ci6e pa r  la d 6 t e r m i n a t i o n  de 

• I1 s ' ag i t  d ' une  Sarcina tr~s proche de Micrococcus lysodeikticus, isol6e pa r  BEUMER 1, qu ' i l  
a p rov i so i r emen t  d6nomm6e Coccus P. 

• * Cet acide est  i n t r o d u i t  sous forme d ' ac ide  DL-glutamique syn th6 t ique .  
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la densitd optique et donnde en /,g de bact6ries (poids sec) par  ml de culture. Pour tout  d6tail 
xoir 2. Suivant  le cas on exprime la croissance soit par  le taux de croissance (hombre/ t  de divisions 
par heure, pendant  la phase exponentielle de croissance), soit par  la densit5 bactdrienne at teinte  
aprbs un temps donnC 

EXPI~RIENCES ET RI~SULTATS 

I. Les composds phdnoliques ~zdcessaires ~ la croissance dans le milieu standard 

",L. Activitd des diphdnols en [onction de leur structure, dtat d'oxydation et concentration 
dans le milieu. D a n s  u n e  sdrie d ' e x p 6 r i e n c e s ,  n o u s  a v o n s  c o m p a r 6  l ' a c t i o n  s u r  la  crois-  

s auce  de Coccus PS d ' u n  c e r t a i n  n o m b r e  d'ortho, mdta e t  paradiph6nols et  de q u e l q u e s  

u n s  de leurs  d6r iv6s  de  s u b s t i t u t i o n .  Le  T a b l e a u  I m o n t r e  q u e :  (a) seuls  les i som~res  

ortho s o n t  ac t i f s ;  (b) l ' a c t i v i t 6  n ' e s t  pa s  li6e k u n  p o t e n t i e l  d ' o x y d o - r 6 d u c t i o n  (Eo) 

p a r t i c u l i e r  des  i sombres  ortho; (c) c e r t a i n s  orthodiph6nols s u b s t i t u 6 s  en  p o s i t i o n  4 

( c y a n o  ou  m f i t h y l c a r b o n y l e )  s o n t  e n v i r o n  i o  fois p lus  ac t i f s  que  le c a t 6 c h o l  n o n  sub -  

s t i t u 6 ;  (d) l ' a b s e n c e  d ' a c t i v i t 6  des  mOta et  paradiph6nols n ' e s t  pa s  due  ~ u n e  t o x i c i t 6  

de  ces p r o d u i t s  p o u r  la  c u l t u r e  de Coccus PS; e n  effet  les c u l t u r e s  c o n t e n a n t  ces di-  

p h 6 n o l s  se d d v e l o p p e n t  n o r m a l e m e n t  apr~s  a d d i t i o n  de ca t6cho l .  

TABLEAU I 
ACTION DES DIPHJ~NOLS 

Souche Coccus PS; milieu standard.  R = 1,2-dihydroxyph6nyle; cat -- cat6chol 5" lO 6M. 
Les chiffres reprdsentent le rendenlent  de la culture (#g bact6ries/ml) apr~s 24 heures A 37 °. 

1:.o l) iphdnols Formules  

Concentration (moles/I) 

5 .20- -7  , 5 . i o  6 5 ,1o- -5  5 ~ i 0  5 
+ cat. 

0.792 cat6chol R - H  51o 143o 152o 
4-fluorocat6chol R-(4)F 12o 138o 15oo 
4-chlorocat6chol R-(4)C1 7 ° 144o 124o 
4-aminocat4chol R-(4)NH 2 5 ° 144o i37o 
4-cyanocat6chol R-(4)CN 136o 132o 138o 
dihydroxy- 

ac6toph6none R (4)COCH a 147o 15oo 148o 
0.800 dopa R-(4)CH2-CHNH 2 COOH 21o 149o 
0.883 ac. protocat6chique R-(4)COOH lO5O 153o 
o.809 adr6naline R- (4)CHOH-CH2-  NHCH 3 136o 15oo 

art6r6nol R-(4)CHOH CH2NH 2 lO4O 
o.713 pyrogallol R-(6)OH 33 ° 154o 

(4)COOH 230 152o 
o.799 ac. gallique R -  (6)OH 

rdsorcine 1,3-dihydroxyph6nol o o 
0.696 hydroquinone 1,4-dihydroxyph6nol o o 
o.793 ac. gentisique 1,4-dihydroxyph~nol- (2)COOH o o 

Aucune addition o 

1~3 o 
I~8O 
135o 

Les  m i l i e u x  c o n t e n a n t  le c a t 6 c h o l  k I 0  -7 ou  a I0  -6 M c o n s e r v 6 s  p e n d a n t  q u e l q u e s  

s e m a i n e s  k la  t e m p 6 r a t u r e  a m b i a n t e ,  n e  s o n t  p lus  c a p a b l e s  de  s u p p o r t e r  la  c r o i s s a n c e  
de  Coccus PS et  P S P  et  n f c e s s i t e n t  l ' a d d i t i o n  d ' u n e  n o u v e l l e  q u a n t i t 6  de c a t f c h o l .  

N o u s  a v o n s  doric 6 tud i6  l ' i n f l uence  de  l ' o x y d a t i o n  su r  l ' a c t i o n  des  orthodiphfnols e n  

c o m p a r a n t  d ' u n e  p a r t  l ' a c t i v i t 6  de  l ' a d r 6 n a l i n e  k celle de  l ' a d r f n o c h r o m e * ,  e t  d ' a u t r e  

p a r t  l ' a c t i v i t 6  de t ro i s  6 c h a n t i l l o n s  d ' u n e  m ~ m e  s o l u t i o n  c o n s e r v 6 s  (a) ~ 0 °, (b) k 37 ° 

* La prdsence de l 'adr6nochronle pendant  les premi6res heures &incubat ion est ais6ment 
contr61able par sa coloration. 
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Substa~*ces Concentr. 
moles/l 

avec ag i ta t ion  it Fair  et (c) "t lOO ° (2 minutes  apr/.s a~oir  por t (  ~ le pH h q). L~' Yal>leau 
I I  mont re  que l ' oxyda t i on  d 'un  orthodit)h~nol en l 'or thoquinom, correst)ond;mtc 
(ad%naline-adr6nochrome) ne sut)prime pas son act ivi td  comme fact(,ur de eroi~sance. 
t andis  qu 'une  oxvda t ion  plus pouss&~ (cat6chol oxydd 5 pH <)) l ' annule  comtflbteme~tt. 
Le t ab leau  mont re  encore que les p rodui t s  d ' oxvda t i on  ne sont p~ts t )xiques pour 
la cul ture.  

TABLEAU II 
DI~GRI~S D'OXYDATION I)E L'ORTHODIPHI~NOI. 

Souche Coccus PS; milieu standard; /, = Taux de croissarlce; Rendement = / / g  bac%ries/m! 

Croissa~ce cl 37 ~ 

apr~s addit ion 
Trai tement  sans autre addit ion de catdchol z o - *  3I  

Ad%naline 5" 10 - 5  

Adr6nochrome 5" IO-~ 

Ca%chol io -6 87 heures 5~ o ° 
Cat4chol io -6 87 h agit6 5. 37 ~ 
Cat6chol lO .6 2 inin A IOO ° 5. pH 9 

Rendement  Rendement  
1' apr~s 24 h l~ apr~s 24 h 

0.30 990 
o .3 I  I o r o  

0.53 ]37 o o-52 139o 
0.20 450 0.52 124o 

o o 0.53 138o 

Les courbes de la Fig. I donnent  la croissance de Coccus P S  en fonction de la con- 
cent ra t ion  en cat6chol dans le milieu, On obt ien t  une croissance op t imum (courbe 
2 et 3) avec une concent ra t ion  en cat6chol comprise entre  IO 5 et lO -6 M. Avec le 
cat6chol Io  7 M (courbe 4) le t aux  de croissance est le m~me mais la cul ture  est 
l imit6e en diph6nol. Sa croissance s 'a r r~te  ! . . . . .  
plus t6t  que dans les cas 2 et 3 et ne reprend  
qu 'apr~s  un cer ta in  temps.  Nous avons  l / / /  . / / "  
observ6 qu 'une  nouvelle add i t ion  de cat6chol 
ne change pas sensiblement  ce compor te -  { ~ , ~ /  _ / / ~ , / / "  
ment.  Les cul tures  con tenan t  une quant i t6  26 _ , , . , , t "  
de cat6chol encore plus pe t i te  (lO -8 M) ne se 
d6veloppent  pas. La  cu l ture  (courbe I) con- a, 9 
t enan t  du cat6chol 5.uneconcentrat ion61evde ~ . / /  
(lO -3 M) a un compor temen t  par t icul ier .  Sa "~ e 3 / /  z, . ~ , j , - ~  
croissance d6marre  l en tement  et dans les 2 "t i 7 / /  . / . / ' -  
4 premi4res heures d ' i ncuba t ion  le milieu J _ / , /  6 , . , /  ,.._/, 
brun i t  vis iblement .  Le m~me milieu st6rile 
ne p r f sen te  pas une te inte  aussi foncfe, m~me 53-- 3 ~ } 0 J 6 } 

- - - ~  Heures d'  incubotion 

apr~s 24 heures de conservat ion dans  les Fig. i. SoucheCoccus PS; milieu standard; 
m4mes condit ions.  Coccus P S  doit  donc pro-  incubation A 37 °. Courbe i, cat6chol Io -a 
duire une ph6noloxydase  ca t a lysan t  l ' oxy-  M; courbe 2, catOchol lO-53I; courbe 3, 

c a t 6 c h o l  I o - 6 M  ; c o u r b e 4 , c a t 6 c h o l  I o - T M .  
dat ion  du cat4chol. Ainsi  la concentra t ion  de 
ce dernier,  toxique  au d4but,  baisse progress ivement  et le t aux  de croissance de la 
cul ture  augmente  jusqu'5, a t t e indre  celni des aut res  cul tures de la Fig. I .  Ceci mont re  
6galement  que les m61anines d6riv6es de l ' oxyda t ion  enzymat ique  du catdchol ne sont  
pas  toxiques pour  la culture.  
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b. Les mouophduols commc source d'orthodiphdnols. Le point  de d @ a r t  de nos re- 
cherches a (~,t6 l ' observa t ion  que les cul tures  de Coccus PS  et P S P  ne con tenan t  pas de 
diph6nols mais  de la tyrosine,  se d fve loppen t  no rma lemen t  si cet te  subs tance  est 
r e l a t ivement  concentr6e (IO a M) et si elle se t rouve  dans le milieu (pH 7.2) pe nda n t  
la st~ri l isation k l ' au toc lave .  Mais si la tyros ine  est ajout6e apr~s la st4ri l isat ion (solu- 
t ion dans  HC1 N, filtr6e par  Seitz), la croissance ne survient  qu 'apr~s un temps  d ' in -  
duct ion  consid6rable (~-~ 15 heures). Nous avons observ6 un compor temen t  analogue 
avec des cul tures  de Coccus PS  con tenan t  du paracr6sol. On n 'observe  une croissance 
que si la concent ra t ion  du paracr6sol est voisine de IO -a M. La  croissance, aprSs un 
t emps  de la tence d 'une  t ren ta ine  d 'heures,  a alors lieu £ une vitesse comparab le  ~t 
celle des cul tures  effectu6es en pr6sence de cat6chol. Toutes les cul tures  con tenan t  de 
la tyros ine  ou du paracr6sol ~ une concent ra t ion  de l 'ordre  de IO -a M,  brunissent  d 'une  
fa~on 6vidente .  Le Tab leau  I I I  mont re  que la tyros ine  ou le paracr&ol k une concen- 
t r a t ion  inf6rieure ~ IO -3 M ne pe rme t t en t  la croissance de Coccus PS  qu 'en  pr6sence 
d ' une  t race  de cat6chol. Ce t ab leau  mont re  aussi qu'~t la concentra t ion  utilis6e, 
aucune  des t rois  substances  n 'es t  capable ,  k elle seule, de s t imuler  la croissance. 

T A B L E A U  I I I  

ACTION DES MONOPHI~NOLS 

S o u c h e  Coccus PS; m i l i e u  s t a n d a r d .  R e n d e m e n t  = /*g b a c t d r i e s / m l .  

Monophdnols Concentration moles/l 

Rendement aprOs 48 heures d 37 ° 

sans autre addition prdsence de catdchol 
5" zo-8  M 

R i e n  o 5 ° 
T y r o s i n e  lO 4 i o  33 ° 
Tyrosine 5.io-4 3 ° 165o  
T y r o s i n e  i o  - a  147 ° 
Paracr6sol 4 . i o - ~  o 5770 
Paracr6sol 1o ~ 153o 

Dans  une s6rie d 'exp6riences  pr61iminaires, nous avons constat~ que l ' add i t ion  de a, 
fi ou y dini t roph6nol  (IO -3 M) n ' influence pas  le t aux  de croissance exponentiel le  
d 'une  cul ture  de Coccus PS  ou P S P  5L 26 ° dans  le milieu s t a n d a r d  con tenan t  du cat6- 
chol ( io ~ M).  Nous avons alors 6tudi~ l ' influence de ces substances  ~ lO .4 M sur une 
cul ture  de Coccus PS  ne con tenan t  pas  de cat6chol. Apr~s un temps  d ' induc t ion  de 

T A B L E A U  I V  

ACTION DES MONOPHI~NOLS SUBSTITUI~2S 

S o u c h e  Coccus PS;  m i l i e u  s t a n d a r d ;  p h e n o l s  ~t i o  4 M .  
L e s  c h i f f r e s  r e p r d s e n t e n t  l a  d e n s i t 6  b a c t d r i e n n e  e n  / , g  b a c t 6 r i e s / m l .  

Incubation en prdsence de 

Tem/)s O H  OH OH 
d ',~c.t,~t,o. # "  xo., O.N/". 

d 26" rien , a ~ " } t 9 1  NO'" /~ 'NO 'z  OoNJ ;' I cc~tdchol 
(heures) \ / )  \ / .  - \ /  

NO2 

4 ° 41 67 45 53 1360 
85 45 820  169 93 ° 148o  

IOO 57 i 3 3 o  285  143o  145o 
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4 ° h e u r e s  e n v i r o n ,  n o u s  a v o n s  o b t e n u  le d d v e l o p p e m e n t  des  c u l t u r e s  d a n s  le cas  

s e u l e m e n t  des  i som~res  a e t  7 d o n t  la p o s i t i o n  ortho p a r  r a p p o r t  "~ I ' ( ) H  ph(~nolique est  

f ibre  ( T a b l e a u  IV).  Ces c u l t u r e s  p r d s e n t e n t  en  fin de c ro i s sance  une  t e i n t e  tff 's  b r u n e .  

t a n d i s  que  celle ef fec tu6es  en  p rdsence  de  l ' i somt,  re fi r e s t e  j a u n e .  I1 est  done  d v i d e n t  

q u e  gr'~ce k la p h 6 n o l o x y d a s e  de  Coccus PS" les m o n o p h d n o l s  s o n t  en  m e s u r e  de fonc-  

t i o n n e r  c o m m e  f a c t e u r s  de c ro i s sance  en  d o r m a n t  n a i s s a n c e  a u x  diph(~nols c o r r e s p o n -  

d a n t s .  L a  p r6sence  d ' u n e  t r a c e  de  d iph (mol  s e r v a n t  d ' a m o r c e  es t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  
t o u j o u r s  n6cessa i re .  

I I .  Ndcessitd du catdchol et conditions mdtaboliques de Coccus P5" et P S P  

N o u s  a v o n s  c o n s t a t 6  q u e  la  c u l t u r e  de  Coccus PS  et  P S P  d o n n e  le m e i l l e u r  r e n d e m e n t  

et  le t a u x  de  c ro i s sance  e x p o n e n t i e l l e  le p lus  61ev6 (/x = 0.5 k 37 °) d a n s  le mi l i eu  

s t a n d a r d  a d d i t i o n n 6  de  ca%cho l .  C e p e n d a n t ,  il est  poss ib le  d ' o b t e n i r  des  c u l t u r e s  de 

Coccus PS  et  PS'P d a n s  des  m i l i e u x  p lus  s i m p l e s  ou  d i f f6rents .  N o u s  a v o n s  d o n e  re-  

che r ch6  s y s % m a t i q u e m e n t  les m 6 t a b o l i t e s  p e r m e t t a n t  la  c ro i s sance  de  Coccus PS  et  

P S P  et  n o u s  a v o n s  d tud i6  l ' e x i g e n c e  en  c a % c h o l  darts  ces d ive r se s  c o n d i t i o n s .  

Coccus PS  et  PS"P ne  s o n t  pas  e x i g e a n t s  en  g l u t a m a t e .  Le  T a b l e a u  V m o n t r e  la 

c ro i s sance  de Coccus PS  en f o n c t i o n  de  la  c o n c e n t r a t i o n  en  e a t 6 c h o l  clans u n  mi l ieu  

sans  g l u t a m a t e ,  c o n t e n a n t  c o m m e  s o u r c e  de N le s u l f a t e  d ' a m m o n i u m  e t  c o m m e  sour -  

ce de  C les s u b s t a n c e s  i n d i q u 6 e s  d a n s  le t a b l e a u .  On  v o l t  que  l o r sque  la  c r o i s s a n c e  

es t  poss ib le ,  elle es t  t o u j o u r s  s u b o r d o n n f e  k la p r6sence  de ca%cho l .  

TABLEAU V 

INFLUENCE DU CATI~CHOL LORS DE L 'UTILISATION DE D I F F E R E N T E S  SOURCES DE CARBONE 

Souche Coccus PS ; milieu : sels mindraux, biotine, guanine, (NH4)~SO 4 o. ~ % k source de carbone 
o .6%;  incubation:  3 jours /~ 26 ° . 

Les chiffres reprdsentent la densit4 bact4rienne en #g bactdries/ml. 

Sources decarbone  
Concentrations en catdehol (moles/l) 

o [o 8 io 7 lo_O io_5 1o_ 4 

Ac4tate o 56o 625 65 ° 63 ° 66o 
Pyruvate  ~ o o o 355 37 ° 39o 
Succinate o 5 ° l 12 66o 72o 55 ° 
Malate* o o o 2 2 o  2 9 5  o 

Fumarate  o o 44 7 ° 54 o 
Lactate ou c6to- 

glutarate * ou 
citrate ou glucose o o o o o o 

* La solution de ces substances est st6rilis6e par  filtration Seitz et ajout6e au milieu st6rile. 

D ' a u t r e  p a r t ,  Coccus PS  et  P S P  se c u l t i v e n t  auss i  su r  u n  mi l i eu  ne  c o n t e n a n t  q u e  d u  

g l u t a m a t e  c o m m e  sou rce  k la  fois de  C e t  de  N. O n  p e u t  r e m p l a c e r  cet  ac ide  a m i n 6  

p a r  l ' h i s t i d i n e  m a i s  n o n  p a r  u n  q u e l c o n q u e  des  a u t r e s  ac ides  a m i n 6 s  c o n t e n u s  d a n s  

la  cas6ine .  Ire T a b l e a u  V I  m o n t r e  que  lo r sque  la  c ro i s sance  es t  poss ib le ,  elle d @ e n d  de  
la  p r 6 s e n c e  d u  ca t6cho l .  

C o m m e  sou rce  de  N (en p r6sence  d ' u n e  sou rce  de  C i n d @ e n d a n t e )  Coccus PS  et  
P S P  u t i l i s e n t  i n d i f f 6 r e m m e n t  N a - a m i n 6  ou N a m m o n i a c a l  ( m o i n s  b i e n  l ' u%e) ,  la  

p rd sence  d u  c a t 6 e h o l  4 t a n t  i n d i s p e n s a b l e  ~ la  c ro i s sance  d a n s  t o n s  les cas  ( T a b l e a u  vii). 
13ibliograplde p. 9 o. 
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T A B L E A U  V I  

INFLUENCE DU CATI*,CHOL LORS DE L'UTILISA- 
TION D'UN ACIDE AMINI~ CO.~{ME SEULE SOURCE 

.k LA FOIS I)E CARBONE ET D'AZOTE 

S o u c h e  Coccus P S ;  m i l i e u :  sels m i n 6 r a u x ,  b io -  
t i ne ,  g u a n i n e  ~ 0 .6  % d e  l ' a c i d e  a m i n 6  i n d i q u 4 ;  
I n c u b a t i o n :  ~_ j o u r s  ~ 37 °. L e s  c h i f f r e s  r e p r 6 s e n -  
t e n t  l a  d e n s i t 6  b a c t 6 r i e n n e  e n / ~ g  b a c t 6 r i e s / m l .  

T A B L E A U  V I I  

INFLUENCE DU CAT~CHOL LORS DE L'UTILI- 
SATION DE DIFFI~RENTES SOURCES D'AZOTE 

S o u c h e  Coccus P S ;  m i l i e u :  sels  m i n 6 r a u x ,  
b i o t i n e ,  g u a n i n e ,  s u c c i n a t e  o , 6 % - "  s o u r c e s  
d ' a z o t e ;  i n c u b a t i o n :  2 j o u r s  ~ 37 °. L e s  c h i f f r e s  
r e p r 6 s e n t e n t  la  d e n s i t 6  b a c t 6 r i e n n e  en  / t g  

b a c t 4 r i e s / m l .  

Concentrations en cat/chol Concentrations en catdchol 
Acide amind (moles/l) Sources d'azote (moles/l) 

() I ( J  ~ 0 I ( )  l-"~ 

G l u t a m a t e  o 1 3 4 °  ( N H 4 ) 2 S O  4 i ,  5 • i o  2 ~,~/I o i i 9 o  
H i s t i d i n e  o 520  
G l y c i n e  e t  les a u t r e s  G l y c i n e  3" i o  2 M o 97 ° 
a c i d e s  a m i n 4 s  d e  l a  c a s d i n e  o o U r 6 e  ~ .5 '  IO 2 M o 35 ° 

C O N C L U S I O N S  

Les var ian t s  Coccus PS et PSP  exigent  un orthodiph6nol pour  leur croissance. Le 
g roupemen t  orthodiph6nol est la s t ruc ture  n6cessaire, celle du reste de la mol6cule 
n ' a y a n t  pas une impor tance  essentielle. Les p rodui t s  d ' o x y d a t i o n  (m61anine) au delk 
de la quinone, ne sont  pas  actifs. L 'exigence en diph6nol est tr6s stricte.  Ainsi  Coccus 
PS et PSP ensemenc6s en l 'abseIlce de diph6nol,  ne donnent  aucune croissance 
appr6ciable  m~me apr6s 48 heures d ' i ncuba t ion  k 37°; mais si on a joute  alors du cat6- 
chol, la croissance se d6clenche et a t t e in t  son m a x i m u m  au cours des I5 heures sui- 
vantes .  

Certains monoph6nols  peuven t  aussi  p rovoquer  la croissance de Coccus PS et 
PSP,  mais seulement  ceux dont  la s t ruc ture  pe rmet  l ' oxyda t i on  en orthodiph6nol. 
En outre,  leur ac t ion  ne se manifes te  qu 'en  pr6sence d 'une  t race de diphfinol et apr6s 
un cer ta in  t emps  d ' incuba t ion .  D ' au t r e  par t ,  nos r6sul ta ts  indiquent  que Coccus P 
doit  poss~der un syst6me enzymat ique  ca t a lysan t  l ' oxyda t ion  des ph6nols. Ce qu 'on  
eonnai t  sur le fonc t ionnement  des ph6noloxydases  a pe rme t  de conclure que Fact ion  
sur la eroissance observ6e avec les monoph6nols  est due aux  diph6nols dont  ils sont  les 
prdcurseurs.  Ceei expl ique le compor t emen t  de la tyros ine  qui provoque  la croissance 
de Coccus PS et P S P  en t an t  que pr6curseur  de dopa. Ces bact6ries,  bien qu'el les  
soient  capables  de synth6t i ser  la tyrosine,  ne se d6veloppent  pas en l 'absence d 'une  
source ext6rieure de diph6nol.  Donc la tyros ine  endog~ne ne const i tue  pas  une telle 
source:  ~ l ' in t6r ieur  des cellules cet acide amin6 est tou t  de suite incorpor6 dans  les 
prot6ines ou prot6g6 d 'une  aut re  fagon contre  l ' oxyda t ion .  Au contra i re  la tyros ine  
exog6ne assure la croissance et  de fa~on plus cons tan te  m~me que le cat6chol:  elle 
cons t i tue  en effet une r6serve de diph6nol  en puissance,  moins  soumise que le cat6chol 

une o x y d a t i o n  destruct ive.  
La  concentra t ion  n6cessaire de diph6nol  est trbs faible : de l 'ordre  de lO -7 M pour  

le cat6chol et m~me de IO -s 3"[ pour  cer tains  d4riv6s de subs t i tu t ion  en para. Leur  ac- 
t ion pa ra l t  ~tre un ph6nom~ne de tou t  ou rien. Nous n 'avons  pu 6tabl i r  une re la t ion 
cons tan te  entre  le r endement  to ta l  de la cul ture  et la concent ra t ion  de catdchol.  Avec 
du cat6chol ~ Io  -7 M, le t aux  de croissance moyen  est toujours  plus faible qu ' avec  
une concent ra t ion  plus grande,  mais  une fois la croissance d6clench6e, la cul ture  
finit toujours  pa r  a t t e indre  son niveau max imum.  I1 est possible qu '~ la sui te  de la 

Bib l iograph ic  p.  9 o. 
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lyse  d ' u n e  ce r t a i ne  p r o p o r t i o n  de cellules,  la t y ro s i n e  endogSnc  dev iemlc  source  (h' 

d iph6nol .  D ' a u t r e  pa r t ,  au cours  de la c ro i ssance  le cat(~chol s ' o x y d e  et  il es t  ditiicilc, (h' 

d~cider  si la l imi te  en ca t~chol  es t  due  "t son u t i l i s a t ion  pa r  les cellules ou h sa d e s t r u c -  

t i on  pa r  o x y d a t i o n .  F i n a l e m e n t  p a r m i  les m ~ t a b o l i t e s  p o u v a n t  ddr iver  de l ' o u v e r t m t  

du  n o y a u  benz~n ique ,  nous  a v o n s  constat(~ que  ni  l ' ac ide  c i s - c i s -mucon ique ,  ni l ' ac ide  

~_c6 toad ip ique  4 5 (2o ~g/ml)  n '61 iminen t  l ' ex igence  en d iphdnol .  On doi t  conc lu re  qm, 

la s t r u c t u r e  orthodiph6nol se c o m p o r t e  c o m m e  un  f ac t eu r  de c ro i s sance  p o u r  les 

v a r i a n t s  P S  et  P S P  de Coccus P .  Ce cas n ' e s t  pas  u n i q u e  et  une  ex igence  an a l o g u e  en 

ca t~cho l  a 6t6 d6jk s ignal6e 6 d a n s  le cas de m u t a n t s  de E.  coll. La poss ibi l i t6  de r e m p l a -  

cer  le ca t6eho l  p a r  un  sel min6ra l  de  fer observ~e  p o u r  E.  cell, ne s e m b l e  pas  ex i s t e r  

p o u r  Coccus P p u i s q u e  nous  n ' a v o n s  pas  o b t e n u  de c ro i s sance  m ~ m e  on pr6sence  de 

Fe  ++ k IO -3 M .  D ' a u t r e  p a r t ,  a u c u n e  des  c o n d i t i o n s  m ~ t a b o l i q u e s  que  nous  a v o n s  

6tudi6es  ne  nous  a fou rn i  j u s q u ' ~  p r6sen t  u n e  i n d i c a t i o n  q u e l c o n q u e  sur  le m o d e  d ' ac -  

t i on  des  orthodiph6nols. 
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Dr.  R. STANIER (Dept .  Microbio logy ,  Berkeley)  qui  nous  on t  donn6  ce r t a i n s  des  p ro-  

d u i t s  ut i l is6s  d a n s  ce t rava i l .  

Rt~SUMt~ 

Nous avons isol6 deux variants de Coccus P (Sarcina sp.) capables d'etre cultivds en milieu syn- 
th6tique. La croissance de ces deux variants n'est possible qu'en pr6sence de cat6chol ou d'un 
orthodiph6nol substitu6 ou d'une orthoquinone. La tyrosine et les monophdnols dent  une des 
positions ortho est libre, ont la rn~me action, en tant  que pr6curseurs des orlhodiphdnols, l~a 
concentration d'orthodiph6nol n6eessaire ~ la croissance est de l'ordre de io 7 3I. 

SUMMARY 

The authors have isolated two variants of Coccus P (Sarcina sp.) which can be cultivated on 
synthetic media. Both variants grow only in the presence of eatechol or a substituted ortho- 
diphenol or an orthochinone. Tyrosine and monophenols with one free ortho position act as pre- 
cursors of the ortho-diphenols and as such support growth. The ortho-diphenol concentration 
required for growth is of an order of magnitude of Io-TM. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Wir haben zwei Varianten von Coccus P (Sarcina sp.) isoliert, welche man auf synthetischem 
Medium ziichten kann. Das Wachstum dieser beiden Varianten ist nur in Gegenwart yon Katechin 
oder eines substituierten orthoDiphenols oder eines orthochinons m6glich. Tyrosin und Mono- 
phenole mit einer unbesetzten orthoPosition iiben in ihrer Eigenschaft als Vorg~nger der ortho- 
Diphenole dieselbe Wirkung aus. Die ftir alas \¥achstum notwendige orthoDiphenolkonzentration 
ist in der GrOssenordnung yon io 7M. 
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