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An explanation is sought for the normal stability of the blood pressure anti the variations found 
in different h)rms of plaaeochromocytoma..X rather simple scheme of reactions involving enzymic 
degratlation of pressor amines and another scheme for production and inactivation of the (le- 
aminating enzyme is proposed. By applying the principle of the steady state to the combination 
of these reactions many clinical facts are explained. Quite similar reaction mechanisms may help 
to explain other physiological and pathophysiological phenomena. 
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I N F L U E N C E  D U  T A U X  D E  C R O I S S A N C E  S U R  L A  C O N S T I T U T I O N  

D U  S P E C T R E  H ~ M A T I N I Q U E  D E  B.  S U I ~ T I L I S ;  

P. Ct tAIX E'r J. F. PETIT 

Laboratoire de Chimie biologique de la Facult~ des Sciences, Paris (France) 

D a n s  d e u x  pr6c~dentes  pub l i ca t ions  1,2, il a dt4 m o n t r 6  que  le spec t re  de B. subtil is 

cul t iv4  sur  boui l lon  de  v i a n d e  pep ton6  et g~.losd pr( ,sente d ' i m p o r t a n t e s  va r i a t i ons  

s u i v a n t  que  les bact6r ies  sont  r6colt~es at)r+s des  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  plus ou moins  

longs. Dans  le cas de  cu l tu res  de longue  duroc,  l ' e x a m e n  s p e c t r o g r a p h i q u e  r6v/:le, 5 

la t e m p d r a t u r e  o rd ina i re  ct a - -  I9  o°, les t ro is  c o m p o s a n t e s  c y t o c h r o m i q u e s  c lass iques  
aa, b= et ca, t andis  que,  dans  h." cas de cu l tu res  (le cou r t e  dur6e,  cet  e x a m e n  rdvble 

h la t e m p 6 r a t u r e  o rd ina i re  les bandes  aa et  bla, ce t t e  dern i6re  se s c indan t  ~ ..... 19 ° °  

en 4 bandes :  ba (56r m/z), ya  (556-557 m/z), za (553-554 m/z) et ca (548-549 m/z). 
Ces o b s e r v a t i o n s  a v a i e n t  fit6 fai tes  sur  des mic roo rgan i smes  s ' 6 t an t  df ivelopp6s 

dans  des cond i t ions  difficiles 5. ana lyser .  I1 6tai t  done  in t6 ressan t  de  r e p r e n d r e  l ' 4 tude  
du ph6nom~ne  sur  des  b a t t e r i e s  o b t e n u e s  dans  des cond i t ions  s imples ,  r i g o u r e u s e m e n t  

d4finies. 
P o u r  ce faire nous avons  rdalisd des cu l tu res  de B. subtilis sur  mi l i eux  l iquides  

s y n t h 6 t i q u e s  agi tds  en  prdsence d ' a i r  dans  des cond i t ions  tel les que  l 'oxyg0.ne ne soi t  
pas f ac teu r  l i m i t a n t  de  la cro issance  p e n d a n t  la  durde  de  l ' exp6r ience ,  e t  nous  avons  
fair va r i e r  la  n a t u r e  du subs t r a t  carbon6.  Les bact6r ies  6rant  rdcolt~es au  cours  de 
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la p h a s e  e x p o n e n t i e U e  de leur  cro issance ,  apr6s  un  n o m b r e  donn6  de d iv is ions ,  leur  

spec t r e  h 6 m a t i n i q u e  r6dui t  a 6t6 s p e c t r o g r a p h i 6  k la t e m p 6 r a t u r e  de  l ' a zo t e  l iquide .  

La  c o m p a r a J s o n  des  v a r i a t i o n s  spec t r a l e s  de  B .  sub t i l i s  cul t iv~ d a n s  ces c o n d i t i o n s  

a c o n d u i t  k env i sage r  une  corr61ation e n t r e  la f o r m e  de  son s p e c t r e  h 6 m a t i n i q u e  et  

la va l eu r  de  son  t a u x  de  croissance,  corr61ation qui  a 6t6 conf i rm6e p a r  le s p e c t r e  

de  bac t6r ies  o b t e n u e s  p a r  la m 6 t h o d e  de cu l tu re s  c o n t i n u e s  k t a u x  de c ro i s sance  

l imi t6  ~. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

I. Cond i t i ons  des exper iences  

i. Souche utilis~e: B.  subtilis, type Marburg, No. 361o de "The National Culture Type Col- 
lection" Londres, conserv6e par repiquages dans les conditions pr6c~demment indiqudes ~. 

2. Mil ieu de culture: NazHPO,. I2HzO (57.31 g); KHzPO 4 (5.44 g); NH4CI (5 .00 g); NaCl 
(o.oi g); MgSO,.THiO (0.2 g); FeSO4.7H20 (o.oi g); MnSO4.H,O (0.o07 g); substrat carbon6 
(5 g); HIO q.s.p, iooo ml. Ce milieu est st6rilis~ pendant 3 ° minutes A ~ 20°; toutefois le saccharose, 
le glucose, le fructose et le ribose sont autoclav6s s~par6ment; le pyruvate et le fumarate sont 
st~rilis~s s~pardment par filtration sur un filtre Seitz EKSI.  Le pH final du milieu est de 7.0. 

3. Pr~cultures et ensemencements. Les pr6cultures sont faites dans des erlenmeyers de IOO ml 
contenant IO ml du milieu ci-dessus, le glucose ~tant le substrat carbon& ElMs sont ensemenc~es 

partir de cultures sur milieu ~ l 'extrait de viande Liebig pepton~ et g61os62 et incub~es en ~tant 
agit~es A 37 ~. Les bact6ries destinies ~. ensemencer la culture sont pr61ev~es dans la p~riode 
exponentielle de la croissance de la pr6culture, quand la densit6 optique de la pr6culture, mesur6e 
au photom~tre de Coleman, correspond ~ environ 80 unit~s Coleman'. La quantit6 de bact~ries 
ensemenc6es est telle que la densit~ optique de la culture, imm~diatement apr~s l 'ensemencement, 
corresponde ~. o. 4 unit~s Coleman. 

4. Conditions de culture. La Fig. i donne le sch6ma des r6cipients utilisds. A chaque fiole F, 
d'une capacit6 de 2 litres, a 6t6 soud6 un tube ~ ndph~lom~trie adaptable au photom6tre de 
Coleman. 

Chaque fiole contient 200 ml de milieu de culture. Elle est plac6e pendant l'incubation dan 
une enceinte A 37 ° sur un plateau anim~ d'un mouvement de va-et-vient dont l 'amplitude est 
de 4 cm et la vitesse de I3o oscillations par minute. 

Fig. I. R6cipient F muni d'un tube permettant  des 
mesures n6ph~lom6triques, utilis~ pour les cultures 

de B. subtilis en milieu non renouveM. 

Fig. 2. Dispositif utilis~ pour obtenir des cultures 
continues A taux de croissance limit6 comprenant: 
une fiole F contenant la culture; un r6servoir R 
assurant par l'interm~diaire de l'aiguille A un d~bit 

J J  

.I, 

F 
faible et r~gulier du liquide nutritif neuf; un tube Pom~ o~ironte t 
branch~ sur une pompe aspirante d 'Henry et Jouve- ~- I 
let assurant l'~vacuation continue d'un volume de - ' ~ ~ ~ "  ~ / f  
culture ~gal au volume de liquide nutritif neuf 

introduit. 

* Une unit~ Coleman correspond environ A x2.5/~g de B. subtilis (poids sec) par ml. 
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(a) Cul tures  1 en mi l i eu  non renouveld. Le mil ieu de cu l tu re  con t ien t  le s u b s t r a t  carb()nd h la c~mccn- 
t r a t ion  r e l a t i vemen t  61evde de o. 5 % (ainsi il n ' es t  pas  fac teur  l i m i t a n t  de la eroissance pendan t  
la dur6e de l 'exp6rience),  l .es finles sont  s imp lemen t  bouch6es par  un coton, l.a cr()issance bac- 
tc~rienne est  suivie,  au ddbut ,  par  des mesures  ndphdlomdtr iques  directes  (~t l 'a ide du phot~m16tre 
Coleman) grace au tube  la t6ral  du flacon dans  lequel une fract ion de la cu l tu re  a dtd nmmentand-  
ment  bascul6e ; ensuite ,  sur des prises d 'essa i  dilu6es. Quand  la densi t6 de la cu l tu re  a t t e i n t  envir,  m 
5 ° unit6s Coleman, les bactdr ies  sont  centr i fug6es h basse t emp6ra tu re  (I5 rain it 15,ooo x,) en r u e  
de l '6 tude spec t rographique .  
(b) Cul tures  [ I  contenues  t'~ [aux  de croissance l im:td  a. I.e d isposi t i f  util isd est repr (scnt6  sur la 
Fig. -'. Le mil ieu de cul ture  contenu clans la fiole i" et  dans  le rdservoir  R a une concentrat ic,n 
en h y d r a t e s  de carbone  abaiss6e "~ o .15%.  Quand,  aprbs ensemencemen t  de la ti()le l." dans  les 
condi t ions  habi tuel les ,  la densi t6  de llt cu l tu re  a a t t e i n t  une va leur  de 45 unit6s ( ' ,)leman, on fait  
pa rven i r  gou t t e  it gou t t c  h l ' a ide  (le l 'a igui l le  A, d 'une  fa~on cont iuue,  avec  un (h:bit de .II.4 
ml/heurc,  dr, mil ieu nu t r i t i f  p r o v c n a n t  du rdservoir  R dans  le r6cipient  F: lc vo lume de la cu l tu re  
est  m a i n t c n u  c o n s t a n t  en 6vaeuant ,  s imul t an6men t ,  & l 'a ide d 'une  pompe asp i ran te"  un \~)Iume 
de cu l tu re  bact6r ienne dgal au volume du milieu de cu l tu re  neuf intr(~(luit ,t chaque  ins tant .  

Cet te  mdthode  de cul ture ,  "5. t a u x  de croissance l imit6 par  la concen t ra t ion  du s u b s t r a t  
carbon6, pe rmet  d ' aba i s se r  le t a u x  de croissance ,u °* de B. sub t i l i s  dans la proporti()n, par  exeml)le, 
de i "t o .  3 .  

: \pr6s avoi r  m a i n t e n u  t in  t a u x  d e  croissance cons t an t  pendan t  7 he t l r e s ,  llt c l l l t  i l re  c o u t c n t l e  
dans  le rdcipient  i: est  centr i fugde (15 min 5 15,ooo g) et  les bact6ries  ainsi  r6coltaes s,)nt spectro-  
graphi6es.  

5. l . 'dlude spec trographique  des culots  bact6r iens  h l 'd ta t  rdduit ,  dans  In zone visibh, clu spectre,  
est  faite par  la m6thode  pr~Scddemment d6cri tO, l¢.appelons clue la mdthode  est bas6e sur  le 
principe s u i v a n t :  on photographic ,  success ivement  et  dans  des condi t ions  ident iques ,  d 'une  pa r t  
le spect re  donn6 par  une pgtte des microorganismes ,  et d ' a u t r e  pa r t  ceux dcmn(;s par  uue s6rie 
d '6crans  neut res  W r a t t e n  (Kodak)  (le densi tds ccmnues et choisies (le tell(." sorte qu 'e l les  p e r m e t t e n t  
de cons t i tue r  une dchelle de rdf6rence r ecouvran t  l ' ensemble  des (lensitds corresponclant  au spectre  
de la suspension des microorganismes .  A l 'a ide  d 'un  mic ropho tomht re  enreg i s t reur  de Moll (Kipp 
et  Zonen, l)elft ,  Hol lande) ,  on enregis t re  le no i rc i ssement  de chacun des spect res  prdcddents  sous 
forme de courbes,  l.e no i re i ssement  du spect re  de la pSte des microorganismes  est  t r a d u i t  en 
densi t6 vraie  par  comparais(m,  pour  chaque  longueur  d 'onde,  (lu noir(:issement de ce spectre  avec 
le noi rc i sscment  des 6crans de rdfdrcnce, l ) ans  le prdscnt  t rava i l ,  lcs pStcs bactdr icnncs  sont  
spec t rographides  sous une 6paisseur  de o.8 ram, et, dans  t o u s l e s  cas, aprhs immers ion  clans l ' azote  
l iquide (t . . . .  lqO"). A t i t re  d ' exemple  la F i g  3 donne ]a eourbe de no i rc i sscments  n a corres- 
pondan t  5. la courbe de dcnsi tds No. 3 de la Fig. 5, e t  la l"ig. 4 donnc la courbe de noi rc issc lncnts  
n2b cor respondan t  ,h. la courbe de densi tds No. 21) de In Fig. ~). La mdthode  pe rmc t  d ' apprdc ie r  
d 'une  fa~'on prdcise les densi tds opti(tues re la t ives  des di t t6rentes  composan tes  ac,, he,, w*, z~,, crt 
(l 'un m6me spectre.  Mais l ' i r r6gular i t6  du t a s semen t  des dif ldrents  culots  bactdr iens  spectro-  
graphids  rend incer ta ine  la compara i son  des densi tds op t iques  absolucs  des diffdrents spectres.  
A u t r e m e n t  di t  la comparaiscm des dif ldrents  spectres  ob tenus  n 'es t  pas ici q u a n t i t a t i v e  mais  
seu lement  qua l i t a t i ve .  Elle pe rme t  ndanmoins  de classer sans hds i ta t ion  les spect res  st, i v a n t  des 
types  di t tdrents  d 'apr6s  la l ) rddominance de telles ou telles de leurs compc)santes. 

. . . . . . . .  '7~7"-~.~.'~ 

• 2 : ,~  

. o i l  

_2. 
: +~ 

Fig. 3. Courbe de noi rc issements  n s a y a n t  servi Fig. 4. Courbe de noi rc issements  n2b a y a n t  servi ",k 
6 tabl i r  le spectre  3, Fig. 5- 6 tabl i r  le spectre  2b, Fig. 6. 

" l ' ompe  l t e n r y  et  Jouvele t .  
"* l ,e t a u x  de croissance it  est  6gal au nombre  de divis ions  par  heure. 
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II .  R~sultats exp~rimentaux 
I. Variation du spectre en /onction de la nature du substrat carbon~. Ces premieres 

exp6riences ont consist4 k comparer les spectres des bact6ries r6colt6es en phase 
exponentielle de croissance sur un milieu non renouvel6 en fonction du substrat  
carbon6 pr4sent darts ce milieu. 

B. subtilis est capable de croltre ~ partir des sources carbon~es suivantes: 
saccharose, glucose, gluconate, fructose, ribose, glyc6rol, pyruvate,  fumarate, suc- 
cinate et citrate. Les spectres correspondants aux bact6ries recueillies ~t partir  de 
cultures fares  en pr6sence de ees diff4rents substrats carbon6s sont repr6sent4s dans 
la Fig. 5; on reconnaR sur tous la pr6sence des bandes as, b~, y~, z~ et ca. D'apr~s 
la pr4dominance des bandes ya et za d'une part  ou de la bande ca d 'autre part,  on 
peut les classer en trois groupes: 
Groupe I: Spectres I, 2, 3, 4, 5, 6 correspondant aux cultures sur saccharose, glucose, 
gluconate, fructose, glycerol et pyruvate, dont les bandes yet et za sont pr4pond6rantes. 
Groupe II:  Spectres 9 et IO correspondant aux cultures sur succinate et citrate, dont 
les bandes ca et b~ sont accentu6es, alors que les bandes yet et zc~ sont "k peine visibles. 
Groupe I l l :  Speetres correspondant aux cultures sur fumarate et ribose et qui ont 
un aspect interm6diaire entre ceux des spectres des groupes I e t  II .  

Ces exp6riences montraient pour la premiere lois qu'il est possible de faire varier 
le spectre h6matinique de B. subtilis (examin6 en phase exponentielle de croissanee) 
par le simple changement du substrat carbon6, et ind~pendamment de route action 
inductive de l'oxygOne. 
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Fig. 5- Spectres de types diff4rents 
obtenus ~ la temp4rature  de l'azote 
liquide ( - -  i9o °) et ~ l '6tat r4duit, quand 
B. subtilis est r4colt4 en phase exponent-  
tielle de croissance, apr~s le m6me nom- 
bre de divisions, sur  un milieu liquide 
synth~tique en pr6sence de divers sub- 
~fr~'~ earhnn~ ~rnnru~ T" ~t'h~rtr~ rnrrp- 

spondant ~ des cultures %, sur saccbarose; 
2, sur glucose; 3, sur gluconate; 4, sur 

glyc4rol; 5, sur  fructose; 6, sur  pyruvate .  Groupe I I :  Spectres correspondant  A des cultures 9, 
sur  citrate; io, sur succinate. Groupe I I I :  Spectres interm4diaires A ceux des groupes I e t  I I  

correspondant  ~. des cultures 7, sur  fumarate ;  8, sur  ribose. 
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2. Correlation entre le type du spectre hdmatinique de B. subtilis cultiv~ sur diff~rents 
substrats carbon,s et son taux de eroissance. Mais, comme le montre  le Tableau I, les 
spectres du groupe I correspondent k des substrats  carbon,s  pour lesquels le taux 
de croissance tz est compris entre o.75 et 1.2; ceux du groupe I I  ~. des substrats  pour 
lesquels le taux de croissance est de l 'ordre de o.3 ; et ceux du groupe I I I  k des substrats  
pour lesquels le taux de croissance est compris entre o. 4 et o.7; ceci semble indiquer  
une certaine corr61ation entre type du spectre et taux de croissance. 

TABLEAU I 
COMPARAISON ENTRE LE TAUX I)E CROISSANCE / l  DE /3. s l ~ b t i l ~ s  CULTIV~ SUR DIFF~RENTS 

SUBSTRATS CARBONICS ET LE TYPE DE SON SPECTRE HI~MATINIQUE 

Saul dans le cas des valeurs marqu6es d'un ast6risque (correspondant & des cultures continues 
taux de croissance limit6), tt a ~t6 mesur~ pendant la phase exponentielle de cultures sur milieu 

non renouveM, apr~s le m6me nombre de divisions. 

S peclres  rddu t l s  
S u b s t r a t  c a r b o n d  It  e x a m i n e s  d - -  t g o  ~ 

i. Saccharose r.- 
2. Glucose i .2 
3. Gluconate Z.l 
4" Glycdrol t .o 
5- Fructose i .o 
0. Pyruvate 0.75 
7. Fumarate 0.65 
8. Ribose 0. 5 

9. Citrate o.34 
io. Succinate 0.27 
2l). Glucose* o. 3 * 
4 b. Glycerol" 0. 3 * 

Groupe I 

Groupe III 

Groupe II 

Remarquons  que lc faible taux de la croissance de B. subtilis cultiv6 sur succinate 
ne semble pas d6pendre de ph6nom6nes de perm~3abili% cellulaire. E n  effet des 
mesures de respiration effectu6es sur des cellules non prolif6rantes obtenues "k part ir  
de cultures de 20 heures sur milieu k l 'ext ra i t  de viande Liebig pepton6 et g61os62 
donnent  des valeurs de Q0~ du m6me ordre (Qo, voisin de lOO) quand  le substra t  
est le glucose ou le succinate;  dans le cas du citrate au contraire, la respiration de 
base (Q0, voisin de 3 o) n 'est  pra t iquement  pas acc616r6e par l 'addi t ion de citrate, 
le taux de croissance faible d6pend donc probablement  de ph6nom~nes de perm6- 
abilit6. 

Ces premiers r~sultats nous incit~rent k chercher s'il 6tait possible, en ut i l isant  
un m~me substrat ,  de provoquer des variat ions du spectre en faisant varier le taux 
de croissance. 

GrAce k la technique des cultures continues ~. taux de croissance contr616 (bacto- 
g6ne) 3, nous avons pu diminuer  "5. volont6 le taux de croissance, dans le cas de subst ra ts  
donnan t  un taux de croissance 61ev6. I1 a 6t6 ainsi possible d 'ob ten i r  sur glucose et 
sur glyc6rol des cultures continues k taux de croissance hmit6 voisin de 0.3. La Fig. 6 
donne les spectres correspondant  b. de telles cultures main tenues  & ce faible taux de 
croissance pendan t  7 heures. Comme 5. par t i r  de ce moment  lk les bact6ries commen- 
cent a sporuler, nous n 'avons  pas prolong~ la dur6e de la culture continue. 

La comparaison des spectres des bact6ries cultiv6es sur un m~ine substra t  
(glucose: spectres 2 et 2t); glyc6rol: spectres 4 et 4b) avec deux taux de croissance 

Bibliographie p. 4.~,'6. 
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Fig. 6. Spectres de types diff6rents obtenus  
ha temp4rature  de l 'azote liquide ( - -  I9 O°) 

et b. l '6tat r4duit, quand B. subtilis croit  
avec deux t aux  de croissance diff4rents sur  
un milieu contenant  un m6me subs t ra t  car- 
bon6: glucose (2 et 2b); glyc4rol (4 et 4b). 
Spectres correspondant  b. des t aux  de crois- 
sance 41ev4s dans le cas de r4coltes de B. 
subtilis en phase exponentielle de croissance 
sur  un milieu non renouveM: 

2 - - - - - ~ / Z  = 1 . 2  4 - - - + ~  ~ 1 . 0  

Spectres correspondant  A des taux de crois- 
sance faibles dans le cas de r4coltes A par t i r  
de cultures continues h taux  de croissance 
limit4 : 

2 b - - - + p  = 0 .  3 4b*--+/~  = 0.3 

* Ce spectre correspond h une pr6parat ion 
bact6rienne spectrographi4e sous une 4pais- 
seur de 0. 5 mm. 
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diff6rents, montre que la variation du taux de croissance est associ6e k une modi- 
fication profonde du spectre h6matinique qui passe de la forme des spectres du groupe I 
pour un taux de croissance 61ev6 k la forme des spectres du groupe I I  pour les 
taux de croissance bas. 

L'ensemble de nos experiences sur B. subtilis confirme la notion de variabilit6 
du spectre h4matinique d'un m6me microorganisme, et met pour la premiere fois en 
~vidence que cette possibilit~ est sous la d4pendance du taux de croissance. 

La signification de cette corr41ation entre spectre et taux de croissance reste 
encore obscure. En particulier, la question se pose de savoir si les composantes ya 
et za, pr6pond4rantes quand le taux de croissance est 41ev6, sont des pr4curseurs des 
cytochromes b ou c, ou s'il s'agit de substances fonctionnelles intervenant dans les 
r6actions de synthbse associ4es ~t la croissance bact4rienne. 

RI~SUM]~ 

II est possible de faire varier la const i tut ion du spectre h6matinique de B. subtilis (analys4 en 
phase exponentielle de croissance sur  milieu synthdtique) par  simple variation du taux de crois- 
sance. 

SUMMARY 

I t  is possible to obtain a modification of the hemat in  compounds  absorpt ion spect rum of B.  subtilis 
(studied during the exponential  growth phase in a synthet ic  medium) by simple variation of 
the growth rate. 
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