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Dans des publications pr6c6dentes 1,*, nous avons montr6 que le r61e biosynth6tique 
du cycle des acides tricarboxyliques pouvait entralner une assimilation obligatoire 
et consid6rable de CO, au tours de la croissance. Ceci pouvait rendre compte de 
nombreux faits exp6rimentaux observes lors de l'6tude de la croissance de diverses 
bact6ries (Revue v. r6f3) et de plus, pouvait 8tre envisag~ dans la croissance de tissus 
animaux dont la fonction est sp6cialis6e dans les syntheses (foie). 

La conclusion essentielle h laquelle nous sommes arriv6s peut ~tre exprim~e 
comme suit: l'utilisafion ~ des fins synth6tiques (et non simplement 6nerg6tiques) 
d'un membre quelconque du cycle des acides tricarboxyliques entraine une assimila- 
tion stoechiom6trique de CO,. Celui-ci, par un processus de synth~se du type 
C 8 + CO I -~ C 4 (oxaloac~tate ou malate), permet d'alimenter le cycle des acides 
tficarboxyliques en fonctionnement synth~tique, alors que la fixation de CO, n'est 
pas requise lorsque le cycle est simplement oxydatif. 

La n~cessit~ du CO, n,existe toutefois que dans le cas oh la source de carbone 
utilis~e ~ la croissance est un sucre, du glycerol ou des molecules dont les trans- 
formations passent normalement par le stade de mol~cules en C 3 ou C,. Dans le cas 
oh l'organisme dispose dans le milieu ext~rieur de molecules qui sont des constituants 
du cycle des acides tricarboxyliques, la n~cessit~ du CO, pour la croissance doit 8tre 
fortement r~duite. Ce point a ~t6 v~rifi~ exp~rimentalement 1 * 

I1 faut remarquer que la v~rification de ce point n~cessite que les substrats 
ajout6s au milieu de culture atteignent effectivement leur site d'incorporation 
m~tabolique et ceci non seulement n'est pas toujours le cas, mais semble varlet 
fortement avec les diff~rentes esp~ces bact~riennes. Alors que l'effet de remplacement 
du CO 9 par l'acide glutamique et l'acide succinique fut observ6 par LWOFV ET 
MONOD 3 chez E. coil, l'acide citrique et l'acide a-c~to glutarique n'avaient pas d'effet 
dans ce cas. Des conditions identiques semblent se retrouver dans le cas de Aerobacter 
aerogenes*, mais chez Serratia marcescens l'acide citrique peut effectivement remplacer 
le CO, 5. Dans le eas de Bacillus subtilis, comme une autre ~tude le pr~voyait 3, 
l 'ensemble des composants du cycle des acides tricarboxyliques est actif, et ceci a 
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permis de d~montrer  que la majeure  partie de la n6cessit6 du CO s 6tait like au fonc- 
t i onnemen t  synth6t ique du cycle de Krebs 1, s. 

I1 ne faut toutefois pas 6carter l'id6e que la condensat ion d 'ac6tate  en succinate, 
qui semble exister chez les moisissures, permet t ra i t  d'61iminer cette part  de l 'exigence 
en CO s. 

En  plus de cette exigence due au fonct ionnement  synth6t ique du cycle de Krebs, 
le CO s peut  aussi 8tre requis pour les syntheses pyrimidiques.  

A l 'occasion des 6tudes pr6c6dentes, nous avons montr6 que l 'acide citrique, 
employ6 comme source de carbone en remplacement  du glyc6rol, r~duit l 'assimila- 
t ion du CO2; lorsqu'i l  est ajout~ ~ un  milieu con tenan t  du glycerol, il d iminue forte- 
men t  la sensibilit6 des cultures ~ l'acidit6. Nous avons mis en parall~le cet effet 
avec le r61e de l 'acide citrique comme r e'mpla~ant du CO s. Alors que l'effet de r6duc- 
t ion de l 'assimilat ion du CO 2 avai t  6t~ 6tendu k plusieurs membres  du cycle, l'effet 
de ceux-ci sur la sensibilit6 ~ l 'acidit6 n ' ava i t  6t6 6tudi6 que pour l 'acide citrique. 

Dans ce travail ,  nous mont rons  que cet effet peut 6tre g6n6ralis6 ~ plusieurs 
membres  du cycle. 

Ces observations non  seulement nous donnen t  une explication simple de divers 
ph6nom~nes que l 'on rencontre journel lement  en microbiologie, mais peuvent  
~galement faciliter la r~alisation exp6rimentale de cultures bact~riennes. Un effet 
favorable de l 'acide citrique a d6jh 6t~ observ~ lors de cultures de Bacillus subtilis 
destin6es k la product ion de subtiline. I1 est vraisemblable que l 'on a affaire dans ce 
c a s k  un  fait similaire. 

MATI~RIEL ET TECHNIQUES 

Dans l'ensemble le mat6riel et les techniques employ6s ont 6t6 d6crits dans un travail prdc6dent 2. 
La souche bact6rienne utilis6e est Bacillus sublilis souche S +, pouvant croltre avee un sel d'ammo- 
nium comme seule source d'azote. Les croissances sont effectu6es g 35-36°C avec a6ration par 
agitation. Les croissances sont exprim6es en opacit6s lues ~ l'opacim~tre Coleman. Le milieu 
est constitu6 des substances suivantes; glyc6rol M/2o, (NH4)2SO 4 M/5o , NaCI M/Ioo, K~SO 4 
M/ioo, MgSO 4 M/iooo, citrate de fer M/25.ooo, tampon aux phosphates M/5o. Les diff6rents pH 
sont obtenus par l'ajoute, en proportions variables, de KH~PO 4 et NaIHPO4; cette ajoute es/ 
faite st6rilement au milieu pr6c6dent st6rile et exempt de phosphates. Les substances addition- 
nelles, membres du cycle de Krebs ou d6riv6s de ceux-ci, sont ajout6es st6rilement de fa~on ~. 
r6aliser la concentration M/loo; elles sont 6galement port6es au pr6alable au pH d6sir6. Le pH 
du m61ange est mesur6 avant la mise en culture. 

L'inoculum est constitu6 de bact6ries r6colt6es par centrifugation d'une culture pr6alable 
en phase exponentielle. L'inoculum, identique dans chaque fiole d'une m6me exp6rience, est tel 
que le trouble initial est visible. 

L'acide arginosuccinique a 6t6 pr6par6 enzymatiquement selon WALKER ET MYERS 7 et l'acide 
ur6idosuccinique par la m6thode de Nvc ET MXTCHELL 8. 

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

Experience No. z: Influence du citrate 

La Fig. I reprend les r6sultats obtenus avec citrate tels qu' i ls  furent  observes dans 
une premiere exp6rience. 

L'effet de l 'acide citrique est tr~s marqu6 et il disparalt  si le p H e s t  ~lev6, puisque 
le COz m6tabolique est re tenu dans le milieu. Les variat ions les plus impor tantes  de 
la croissance en fonction du pH et en absence de citrate, se s i tuent  dans la z6ne de 
var ia t ion de l ' ionisat ion HsCO 3 ~ HCO 3- + H + (pK = 6.5). Ceci pourrai t  indiquer  
que  l ' iou HCO 4- est la forme effectivement active dans le processus d 'assimilat ion.  
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Les croissances en milieu alcalin sans citrate ont g6n~ralement une phase de latence 
plus grande que celles avec citrate au m~me pH;  ceci peut se comprendre par la 
faible teneur en CO 2 des milieux frais. Toutefois, l 'allure g~n6rale de la croissance, 
une lois d~pass6e la phase de latence, est parall+le tt celle en pr6sence de citrate (voir 
aussi Fig. 5). 

La solubilit6 du CO s e n  dessous de pH 4-5 et les diverses formes sous lesquelles 
peut se trouver le CO~ ne sont plus influenc6es par  le pH et, par consequent, les effets 
de l'acidit6 en dessous de ce pH ne concernent plus le m~tabolisme du CO~. 
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Fig. I. Influence du citrate sur  
la croissance A diff6rents p H  0.3 
- - -  milieu avec glycerol seul. 
. . . . .  milieu avec glyc6rol + 
citrate. Les valeurs des p H  ini- 0,2 
t iaux sont  indiqu~es entre pa- 
rentheses. Les p H  mesur6s en 
cours de croissance sont po r t , s  0.1 
sur  les courbes au momen t  cor- 

respondant  A la mesure. 
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Experience No. 2: Les effets compares du citrate et du glutamate 

La Fig. 2 montre que le glutamate a un effet comparable au citrate. Le glutamate 
du milieu dispense Ia cellule de la synth~se de l'acide a-c6toglutarique par la voie du 
cycle au m~me titre que le citrate. 

Expkrien~e No. 3: Les offers du malate et de l'aspartate 

Comme on peut le pr~voir, si le ph6nom~ne peut ~tre g6n6ralis6, le malate et l 'aspar- 
rate ont ~galement une action du m~me type que celle du citrate (Fig. 3). 
Cependant, quoique la vitesse de croissance au d6but est 6gale k celle en pr6sence de 
citrate, la vitesse de croissance est plus 61ev6e par apr~s et la croissance totale est 
sup6rieure. Ceci peut ~tre dfi ~ ce que la quantit6 d 'aspar ta te  ou de malate r6ellement 
disponible par la cellule, atteignant le site d'utilisation, est plus 6lev~e que pour le 
citrate. L'6tude de la comp6tition isotopique entre le CO I et l 'asparagine 6tudi6e 
pr6c6demment 2 a montr6 un effet sup6rieur de l 'asparagine compar6 au citrate. 

L'effet de l 'aspartate  et de l 'oxaloac6tate sur l a  sensibilit6 ~ l'acidit~ avait  6t6 
observ~e par POTTER ET ELVEHJEM 9 chez Lactobacillus arabinosus. Si ces auteurs 
n 'ont  pas observ~ l'effet des autres membres du cycle, cela peut provenir des 
diff6rences de p6n~trations ou encore d'un m6tabolisme different, le Laclobacillus 
arbinosus 6tant d~pourvu du syst~me respiratoire pr6sent chez Bacillus subgilis. 
POTTER ET ELVEHJEM'Ont  6galement interpr6t6 l 'action de l 'acidit6 par le manque 
de CO s qu'elle entralne. 
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Fig. 2. Effets compar6s du citrate et du gluta- 
mate. O milieu avec glyc6rol seul pH 5.65. 
× milieu avec glyc&ol + citrate pH 5.75. 

• milieu avec glyc6rol + glutamate pH 5.62. 
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Fig. 3. Effets compar6s du citrate, de l 'aspartate 
et du malate. O milieu avec glyc6rol seul pH 
5.65. × milieu avec glyc6rol + citrate pH 5.75. 
• milieu avec glyc6rol + aspartate pH 5.56. 

milieu avec glyc6rol + malate pH 5.62. 

Experience No. 4: Influence d'un hydrolysat d'acides nucl~iques 

Si l'effet de l'acidit6 peut ~tre compens6 par Un des membres du cycle de Krebs, en 
fonction de sa r~percution sur la n&essit6 du COs, un effet comparable devrait ~tre 
trouv6 dans le cas de l'ajoute d'une substance intervenant comme interm6diaire de 
toute r6action qui r6sulte de la fixation de CO 2 telles que les pyrimidines. L'effet 
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Fig. 4. Influence d'un hydrolysat  d'acides nu- 
cl6iques ~t pH acide. O milieu avec glyc6rol seul 
pH 5.4. × milieu avec glyc6rol + citrate pH 
5.5. /~ milieu avec glyc6rol + citrate + hydro- 
lysat d'acide'snucMiques M/r,ooo en azote 
pH 5.5- • milieu avec glyc6rol + citrate + 
hydrolysat d'acides nucl6iques M/5oo en azote 

pH 5.5- 
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Fig. 5- InfluenCe d 'un hydrolysat d'acides nu- 
cMiques ~ pH alcalin. O milieu avec glycerol 
seul pH 7,.45. x milieu avec glyc6rol + citrate 
pH 7.4. • milieu avec glycerol + citrate + 
hydrolvsat d'acides nucMiques M / 5 o o  en azote 

pH 7.4. 
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sera 6videmment le reflet de l 'importance massique des substances ~ synth6tiser, 
ainsi que de la relation qui lie la vitesse de la r6action d'assimilation de CO savee  la 
concentration de la forme active de celui-ci dans la cellule (H~CO v HCO3- ou COs-- ). 
Ces relations ne sons pas encore connues en g6n6ral, mais l ' importance massique des 
syntheses de substances telles que les pyrimidines 6tans assez 61ev6e, nous avons 
6tudi6 l'influence de l'ajoute d'un hydrolysat d'acides nucl6iques (parties 6gales de 
RNA et DNA hydrolys6s pendant une heure h IOO ° C dans HC1 IO N) sur la sensibilit6 

l'acidit6. L'effet doit s'ajouter k celui du citrate 6tant donn6 qu'un nouveau besoin 
en CO 2 est supprim~. Cet effet doit s'annuler h pH alcalin, comme dans le cas du 
citrate. L~s Figs. 4 et 5 montrent qu'il en est bien ainsi. 

Des r6sultats identiques pourraient ~tre attendus des diff6rents pr6curseurs des 
pyrimidines qui succ~dent h l'assimilation du COi. D'une fagon g~n~rale, les effets 
obtenus ont ~t~ faibles ou douteux. Les substances essay6es furent : les bases pyrimi- 
diques libres, leurs nucl6osides, l'acide orotique, l'acide arginosuccinique et la citrul- 
line. L'acide Ur6idosuccinique, au cours d'une exp6rience, a montr6 une inhibition. 
Toutes ces substances ~taient ajout~es ~ la molarit6 M/25o. 

Des essais de comp6titions isotopiques entre le l~CO~ et ces diff6rentes substances 
ont confirm6 ces r6sultats. 

T A B L E A U  I 
ASSIMILATION DE 14CO 2 EN PRESENCE DE 

D ~ R I V ] ~ S  P Y R I M I D I Q U E S  

Substances ajoutdes pM t6COs assimilt" 

- -  ' 0.350 
H y d r o l y s a t  d 'ac ides  

nucl~iques  (RNA + DNA) o.158 
Cytos ine  + uracile + t h y m i n e  0.403 
Cyt id ine  q- t h y m i d i n e  + ur id ine  0.32o 

Seul l 'hydrolysat d'acides nucl6iques 
r6duit de fagon sensible l'assimilation 
du a4CO2. La m6thode de d~termination 
du a4CO2 incorpor6 a 6t6 d~crite pr6c6- 
demment ~. Les r6sultats des essais sont 
consign~s au Tableau I. 

p M  14COs assimil6 pa r  les bact6ries de 1o ml  de 
cu l tu re  au  cours  d ' u n e  croissance co r r e spondan t  

u n  acc ro i s sement  de  densi t~ op t ique  de o . i .  La  source  de carbone  est,  d ans  c h a q u e  eas, le 
glycerol  + c i t ra te .  

RI~SUM]~ 

L ' e n s e m b l e  des  r6su l t a t s  confirme l ' hypo th~se  que  l 'acidi t6 inhibe  la croissance  bac t~r ienne  en 
r~du i san t  le CO s ass imilable .  Cet  effet de l 'acidit6 p e u t  donc ~tre compens6  pa r  l ' a jou te  au  milieu 
de cu l tu re  des  s u b s t a n c e s  don t  la syn th~se  es t  ob l iga to i r emen t  lic~e b. l 'u t i l i sa t ion  du  CO t, n o t a m -  
m e n t  les s u b s t a n c e s  m e m b r e s  du  cycle de Krebs  e t  les d~riv~s nucl~iques.  

S U M M A R Y  

The  resu l t s  conf i rm the  t heo ry  t h a t  ac id i ty  inhib i t s  bacter ia l  g rowth  by  reduc ing  the  ass imilable  
CO t . Th i s  effect of ac id i ty  can  therefore  be c o m p e n s a t e d  by  addi t ion  to t he  cu l tu re  m e d i u m  of 
s u b s t a n c e s  whose  syn thes i s  is b o u n d  obl igator i ly  to t he  ut i l i sa t ion of CO t, especially subs t ances  
which  p lay  a pa r t  in the  Krebs  cycle, and  nucleic der ivat ives .  
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