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Les tests microbiologiques pour la ddtermination des vitamines 
Par  W. H. SCHOPFER, Berne 

(suite) 

Qualitds requises pour que le microorganisme puisse 
]onclionner comme test 

En th6orie, tout  microorganisme exigeant une vita- 
mine pour sa croissance doit pouvoir ~tre utilis6 comme 
test. En pratique, ce n'est pas le cas. Les qualit6s sui- 
vantes sont requises: 1 ° Le microorganisme doit 6tre 
facilement cultivable et si possible non pathog6ne. 
2 ° La physiologie de son m6tabolisme dolt 4tre connue 
d'une mani6re aussi d6taiU6e que possible: nutrit ion 
azot6e, carbon6e, min6rale, optimum de pH at de 
tempdrature. La connaissance de ses besoins permettra  
de lui constituer un milieu synth6tique de base, simple 
et complet, permettant  k ta vitamine ajoutde d'exercer 
son effet. 3 ° Le degr6 de son auxo-h6t6rotrophie doit 
6tre connu et it ne dolt, si possible, exiger qu'une 
ou peu de vitamines. La vitamine requise dolt, si pos- 
sible, 4tre facteur essentiel, en l'absence duquel aucun 
d6veloppement ne se produit. Si le facteur requis est 
simplement compl6mentaire, additionnant son effet 

celui d'autres vitamines, les mesures, toujours pos- 
sibles, sont plus d61icates. 4 ° II dolt pr6senter une 
grande constance physiologique et ne pas varier ses 
besoins. I1 ne doit pas donner naissance ~ des races 
physiologiques (mutants) manifestant des variations 
du degr6 d'auxo-h6t6rotrophieL 5 ° I1 dolt ~tre facile- 
ment inoculable: suspension de spores pour un cham- 
pignon, suspension de cellules lav4es pour une bac- 
t6rie. L'inoculation avec un fragment de thalle de 
champignon ne permet pas d'obtenir des r6sultats 
pr6cis. 6 ° I1 dolt croitre rapidement et surtout per- 
mettre une mesure rapide et facile de son d6veloppe- 
ment. Certains champignons inf6rieurs, r6agissant tr~s 
fortement ~ la prdsence de faibles doses de vitamines, 
semblent constituer des r6actifs de chofx. Ils sont 
en r6alit6 inutilisables, car ils ne fournissent que des 
courbes irr6guli~res, capricieuses, et les r6sultats ne 
sont pas suffisamment reproductibtes. 7 ° I1 ne dolt 
pas ~tre trop for tement  influenc6 par les substances 
banales du milieu, qui tendent ~t modifier l'allure de 
la courbe de croissance. 8 ° Le microorganisme doit 
r6agir d'une mani6re tr~s sp6cifique k la pr6sence de 
la vitamine en question. Dans la majorit6 des cas 
cette sp6cificit6 est tr~s marqu6e, voisine de celle de 
l'animal (aneurine, lactoflavine, adermine par exempla). 
I1 ne faut pas oublier que pour la plupart des vitamines 
importantes en physiologie animale et humaine, un 
hombre restreint d'animau, x ont servi de tests. Pour 
les microorganismes par contre, une seule vitamine a 

1 Souvent  seules quelques souches d6termin4es d 'une esp~ce sont  
compl~tement auxo-h6t6rotrophes et peuvent  &tre utilisdes avec 
succ6s comme test.  

pu 6tre 6tudi6e avec une douzaine d'esp&ces diff6- 
rentes. Nous avons d6jA relev6 le danger que peuvent 
pr6senter les organismes qui, au premier abord, 
semblent exiger la mol6cule compI6te d 'une vitamine 
mais qui, en r6alit6, se contentent d'une portion de la 
moldcule et synth6tisent l 'autre, ou encore sont ca- 
pables de r6unir les deux moiti6s de la mol6cule (pyri- 
midine et thiazol pour l'aneurine, fl~alanine et acide- 
0¢,7-dioxy-fl, fl-dim6thylbutyrique pour l'acide panto- 
th4nique). L'inconv6nient n'est pas si grave, car il 
n'est pas certain que les defix constituants, repr6sen- 
tant  effectivement les 6tapes ultimes de la biosyn- 
th&se, s 'accumulent dans la nature en doses telles que 
les r6sultats fournis par la test soient faussds. Comma 
nous l 'avons vu, l'utilisation du test Phycomyces n'est 
pas rendue impossible par le fait que la pyrimidine 
et le thiazol peuvent remplacar la mol6cule compl6te 
d'aneurine. 9 ° Le microorganisme doit pr6senter une 
grande sensibilit6 ~ la pr6sence de la vitamine et une 
faible dose doit suffire pour d6clancher un d6veloppe- 
ment perceptible et mesurable. I1 ne doit pas seule- 
ment r6agir ~ la pr6sence d'une tr6s faible quantit6 
de facteur vitaminique, mais 6galement r6pondre par 
une augmentation marqu6e de la croissance X Fad- 
jonction d'une faible quantit6 suppl6mentaire de cette 
vitamine. LA, nous trouvons une caract6ristique qui, 
indiscutablement, parle en faveur du microorganisme. 
Le tableau suivant indique, pour quelques organismes, 
les doses minimales observ6es dans des conditions 
culturales donn6es: 

Tableau 6 

A n e u r i n e  

Biotine 
(vitamineH) 

Phycomyces blakesleeanus 
Ustilago violacea 
(SCIIOPFER e t  BLUMER I) 
Glaucoma piri/ormis (Cili6) 

(EMERIQUE-BLUM e t  
LWOFF 2) 

Saccharomyces cerevisiae 
(KOGL a) 
(S~ELL, EAtoN et 

WILLIAM S ~ ) 
Candida Guillermondii 
(ScHoPFERS) 

1 : 2 , 5 . 1 0  9 
1 : 2 , 5 . 1 0 1 °  

1:1-10 ~o 

1 : 4 . 1 0 1 ~  

1 : 5 - 1 0 1 1  

1:1.101~ 

1 W. H. SCItOPFER, S. BLUMER et V. KOCHER, Arch. f. Mikrobiol. 
O, 305 (1938). 

L. EMEmQUE-BLUM et A. LWOFF, Bull. Soc. chim.  biol. Paris 
2~, 179 (1940). 

a F. K6GL und B. T6NNIS, Z, Physiol.  Chem. 242~ 43 (1936). 
4 E.  SNELL, R, E.  EAK1N and R. J .  WILLIAMS, J .  Amer. chem, 

Soc. 62, 175 (1940). 
5 W. H. SCHOPFER, C. R. Soc. Physique Hist .  nat .  Gen~ve 61,147 

(1944). 
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Lactofla- 
vine 

Adermine 

Lactobacillus casei 
(SNELL et S T R O N G  I} 

Ceratostomella ulmi 
(ScHoPFER, in6dit) 

1 :0 ,4 .10 ~ 

1 :2-10 ~ 

• Ces condit ions essentielles 6 tant  r~alis6es, il est pos- 
sible de construire le graphique pe rmet t an t ,  selon la 
technique dfcr i te  pour  le test Phycomyces, d'affectuer  
les calculs pr6cis. Ceux-ci ne peuven t  8tre faits que 
dans une por t ion limit6e des courbes, dans laquelle 
une propor t ionnal i t6  exacte se manifes te  entre  la dose 
de v i tamine  et l 'effet produit .  

Les principaux tests pour la ddtermination des vitamines 
hydrosolubles 

Les principales v i t amines  hydrosolubles,  impor- 
tan tes  pour  l ' a l imen ta t i on  humaine  et animale ,  
peuven t  8tre d6termin6es ~t l 'a ide d ' u n  test microbio- 
logique. Nous en faisons une  courte 6num6ra t ion  qui  
t fmoignera  de l ' impor tance  que sont  en t ra in  de 
prendre  ces m6thodes.  

La ddtermination quantitative du ddveloppement 

L'organisme se d6veloppe sur un  mil ieu de compo- 
sition connue.  L ' ana lyse  peut  porter  soit sur l 'orga- 
nisme,  soit sur le mil ieu qui  se Inodifie au cours de la 
croissance. Nous pouvons  envisager les techniques 
su ivantes :  

I. Analyse de l 'organisme 

A. Poids de mati~re form6e 

1 o Gvavimdtrie: D6terminat ion du poidssec to ta lde  
mati~re produite.  Possible avec tous les cham- 
pignons inf6rieurs. Egalement  ntilisable avec 
les unicellulaires. 

2o Ndphdlomdtrie: Le d6veloppement est appr6ci6 
par la quant i t6  de lumi~re absorb6e. M6thode 
de choix pour toutes les cultures d 'unicellu- 
laires (bact~ries, levures, Candida, etc.) qui 
n ' on t  pas la tendance h~ former un pseudo- 
myc61ium (voir fig. 8). 

3 ° Numdration des cellules produites dans un 
volume d6termin(~ de milieu. Peu utilis6 dans 
la pratique.  

B. D~terminat ion du poids d 'un  cons t i tuant  de la 
mati~re v ivante  form6e. La quant i t6  de cette 
substance est proportionnelle au poids tota l  de 
mati~re v ivante  produite. Par  exemple d6termi- 
nat ion de l 'azote total  de Corynebacterium di- 
phtheriae (M~ELLnR). 

I I .  Analyse du mil ieu 

A. D6terminat ion de l 'absorption d 'un  cons t i tuan t  
du milieu. Cette derni&re est proportionnelle an 
d6veloppement, dans des limites d6finies. Dimi- 
nut ion  de la concentrat ion totale, d6termin6e 
par une m6tkode physique (r6fractom6trie par 
exemple), d iminut ion  du taux en sucre, en azote. 
Modifications du pH, etc. 

B. D6terminat ion d ' un  produit  du m6tabolisme ac- 
cumuM darts le milieu. Acide lactique (B. lacti- 
ques) (fig. 10), alcool ou CO 2 (levures), acide pyru- 
vique (Phycomyces), etc. 

Les m~thodes faisant  in te rven i r  la gravim6trie ,  la 
n~ph61om6trie, ou la d6 te rmina t ion  d ' u n  produi t  du 
m6tabol isme sont les plus cou rammen t  utilis6es. 

1 E. E. SNELL and F. M. SrRon6, Ind. and Engin. Chemistry, voI. 
11, n ~ 6, p. 346. 

Ill ~i • 

5 ! 

, i l  
Fig. 8. D6veloppement d' Ustilago violacea sur milieu synth6tique, 
en pr6senee de doses croissantes d'ai~eurine. En haut: les eellules 

sont en suspension. En bas: d~p6t de Ia culture. 
n ~ 1 2 3 4 5 6 7 8 

my B1/25 ccm. 0 1 2 4 6 10 20 40 
Dose optimate vers 10 my. (O'apr~s SCftOPFER, BLUMER et KOCHER 1.) 

Aneurine. Organismes utilis6s. Phycomyces blakes- 
leeanus: d6te rmina t ion  du poids sec des rfcoltes.  Glau- 
coma piri/ormis (Protozoaire Cili6) : la numgra t ion  des 
cellules permet  d 'appr6cier  q u a n t i t a t i v e m e n t  la crois- 
sance (LwoFF 2, EMERIQuE-BLUM et L w o v r  3) (voir 
fig. 9). 

La  croissance, crit~re utilis~ ici, est une  r&ul t an te  de 
nombreux  facteurs dont  la major i t6  sont  ind~pendants  
de l ' aneur ine .  SCHULTZ, ATKIN et FREY 4 emploient  

comme critfire la quanti t f i  de CO 2 produi te  par  la fer- 
men ta t i on  alcoolique de Saccharomyces cerevisiae accd- 

l~r6e par  l ' ad jonc t ion  de v i t amine  B v La pyr imid ine  
seule agit d~jA, mais la m~thode peut  ~tre rendue 
sp~cifique. Elle a d 'a i l leurs  fait  ses preuves.  

I W. H. SCHOPSER, S. BLUMER et V. KOCHER, Arch. f. Mikro- 
biol. 9, 305 (1938). 

A. et M. LWOFF, C. R. Soe. Biol. Paris 126, 644 (I937). 
z L. EMERIQUE-BLuM et A. LwoFs, Bull. Soe. ehim. biol. Paris 

22, 179 (1940). 
4 A. SeHULTZ, L. ATKIN and N. FREV, J. Amer. Chem. Soe., 59, 

948 (1937). 
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HAAG 1, aprbs avoir d6couvert la production d'acide 
pyruvique par Phycomyces cultiv6 en hypovitami- 
nose, propose un nouveau principe de dosage (HAAG 
et DALPHINZ). Le maximum d'acide pyruvique, darts 
un milieu d6fini et constant, est produit avec 0,08 7, 
d'aneurine pour 20 ccm. de milieu (la dose optimale 
de vitamine 6tant de 0,4 7, environ !). I1 suffirait donc 
d'ajouter au milieu de base constant des doses crois- 
santes de substance inconnue dont le taux en aneurine 
dolt ~tre d6termin6. Le volume de solution d6termi- 

/ 
.160 Glaucoma piriformis .JL-" 

/ /  
.20~. 

i 
d ,~ 29.4. 

8 0  • 19.5. 
s31,5.  

/ '  
. , /  40 

. /  
/~ aaeurine 

] .; ) ; } ; ............ 
7 8 . tO  '~' 

0.8 m ~ / ¢em. 

Fig. 9. D6veloppement de G l a u c o m a  p i r i / o r m i s  sur milieu h base de 
peptone de sole, en pr4sence de doses eroissantes d'aneurine. Sur 
l 'ordonn4e nombre d'organismes par mms. Dans la pat t ie  inf6rieure 
du graphique on note  une proportionnali t6 sat isfaisante entre le 
d4veloppement e t  la dose de vi tamine.  (D'apr~s L. EMERIQUE- 

BLVM et LWOFF a.) 

nant la plus forte production d'acide pyruVique con- 
tiendra 0,08 7' de vitamine B v I1 reste ~ 6tablir si la 
quantit6 de 0,08 7 d'aneurine, cens6e d6terminer la 
plus forte production d'acide pyruvique, est vraiment 
constante. Si tel 6tait le cas, et si les substances ba- 
nales de l 'extrait  ~ analyser n'influencent pas la pro- 
duction d'acide pyruvique, la m6thode serait excel- 
lente. Ces deux m6thodes prennent comme crit~re un 
produit sp6cifique du m6tabolisme en relation directe 
avec la vitamine B v 

WESTENBRIN~ et ses collaborateurs * s'inspirent 
du mSme principe. La levure, lav6e en milieu alcalin, 
est priv6e de sa cocarboxylase (pyrophosphate d'aneu- 
fine). Elle n'est plus capable de d6carboxyler l'acide 
pyruvique et de produire du CO,. Cette levure, jointe 

une substance contenant du pyrophosphate d'aneu- 
rine adsorbe ce dernier, ee qui permet une resynth~se 

1 E, HAAG, C, R. Soc. Physique Hist .  nat,  Genbve 57, 136 (1940). 
2 E.  HAAG e t  C~.  DALPHIN, C, R .  Soc. Physique H i s t ,  n a t .  Gen~ve 

61, 241 (1944). 
a L. Er~ERIQUE-BLuM et A. LWOFF, Bull, Soc. chim. biol. Paris 

22, 179 (1940). 
4 H. G. K. WESTENBRINK, E. P. STEYN PARVI~, A. C, VAN DER 

LINDEN and W.A.  vAN DEN BROEK, Z.f .  Vitaminforschung 1J, 

218 (1943). 

de la carboxylase. Ainsi, le microorganisme, mis en 
pr6sence de pyruvate de sodium, est ~t nouveau ca- 
pable de d6carboxyler ce dernier. La quantit~ de CO z 
produite, proportionnelle ~ la quantit6 de pyrophos- 
phate d'aneurine absorb~e par la leyure est mesur6e 
manom6triquement. Des comparaisons avec des 
courbes 6talons permettent  un dosage avec une pr6- 
cision de 1%. 

D'autres organismes ont 6t6 propos6s, mais n'ont 
pas donn6 lieu ~ l'~tablissement d 'un test pratique. 
Phytophthora cinnamomi 1 (champignon Phyeomyc~te), 
comme Glaucoma piriJormis, requiert la molecule com- 
plete d'aneurine. Cependant, ce champignon dolt ~tre 
inocul6 avec des fragments de thalle, ce qui rend 
l'exp6rience p~nible. Nous l 'avons utilis6 avec succ~s 
comme test semi-quantitatif. II nous a permis de d6- 
montrer la synth~se de l'aneurine A partir  de la pyri- 
midine et du thiazol, chez Phycomyces et d'autres or- 
ganismes qui se contentent  des deux constituants de 
la vitamine qu'ils soudent h nouveau. 

Des bact6ries, telles que Staphylococcus aureus, 
Rhizobium tri[olii, Propionibacterium pentosaceum r~- 
agissent 6galement ~t la pr6sence de faibles doses 
d'aneurine. Elles sont peu utilis6es dans la pratique. 

I1 faut encore mentionner un test original, constitu6 
par un insecte, Drosophila. Comme GUY~NOT 2 l'a 
d6montr6 depuis longtemps, l'~levage des larves eli 
milieu aseptique n'est possible qu'en pr6sence d'un 
extrait de levure. VAN 'THooG a a prouv~ que les 
vitamines de l 'extrait  de levure sont les substances 
actives requises pour le d~veloppement et la m6ta- 
morphose des larves. Nous retrouvons ici l 'aneurine 
comme vitamine essentielle, ainsi que la vitamine By 
Darts des conditions d6finies, entre 0 et 0,5 7, d'aneu- 
rine par culture de 10 ccm, le % de larves susceptibles 
de se m6tamorphoser est proportionnel ~ la dose de 
vitamine pr6sente. L'utitisation du test se heurte 
certaines difficult6s de nature technique. 

Apropos  de l'aneurine, il faut encore rappeler que 
R. J.WILLIAMS 4, en 1919 d6jA, a propos6 la levure 
pour ia d6termination de Ia vitamine B 1. A cette 
6poque, cette vitamine n'6tait pas isol6e chimique- 
ment et confondue avec le ~bios~ d'alors, c.-A-d. 
les facteurs essentiels pour la levure. Ce qu'on croyait 
mesurer avec la levure n'6tait doric pas la vitamine B~ 
et ce premier essai n 'eut pas de lendemain. 

Lacto/lavine. La m6thode, devenue rapidement clas- 
sique de SNELL et STRONG 5, fair usage de souches de 
Lactobacillus casei. Le milieu utilis6 n'est /~ vrai dire 

1 W. J. ROBBINS, Bull. Torrey Bot. Club 65, 267 (1938). 
2 E. GVY~NOT, Bull. Biol. France Belgique, 1917, 51. Thbse 

sciences, Paris (1917). 
a E. G. VAN 'T HOOG, Z.f.  Vitaminforschung 4, 300 (1935). 
4 R. J. WILLIAMS, J. Biol. Chem. 38,  465 (1919). 

E. E. SNELL and F. M. STRONG, Ind. and Engin. Chem., vol. 11, 

n a 6, p. 346. 
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pas compl~tement synth6tique. Aux constituants con- 
nus doivent ~tre ajout6es, entr 'autre, une peptone pho- 
tolys6e (priv6e de lactoflavine !) ainsi qu'un extrait  de 

w Lactobacillus casei to~/~ 
8 _ ._  ~-." 0.4 . , . / L -  . . . . . . . . . . . .  

.~ ~ .//" o~ 

.4 . , j /  0.2 

laaoflav~ne 

t 
O OJ 02. 0.3 0,4 Ojn~/lO~'n. 

Fig. 10. Ddveloppement de Lactobacillus casei en presence de doses 
croissantes de lactoflavine. En  t rai t  plein, d6termination de l 'acidit6 
indiqu6e par  le hombre de ecru. de NaOH n/10 n6cessit6 pour la neu- 
tralisation. En  pointfll6: d6termination photom6trique,  log Io/I. 

(D'aprl~s S~ELL et  STUO~G, Ind. and Engin.  Chem., vol. 11.) 

levure. La peptone devrait pouvoir dtre rempiAc6e par 
un ensemble d'acides amin6s (voir fig. 10). Le tableau 
dans lequel sont report6es les donn6es de SNELL et 
STRONG fournies par la n6phdlom6trie et l'acidim6trie 
(acide lactique) indiquent la pr6cision de la m6thode: 

Tab leau  7 

Acidim6trie N6ph61om~trie 

Lactoflavine en y/ccm 

ajout6e 

0 , 0 1 9 8  

0,071 
0,252 
0,672 
2,20 

Lactoflavine en y/ccm 

trouv6e ] 

0 , 0 2 0 1  

0,074 
0,251 
0,685 
2,10 

% 

101 ,5  

104,2 
99,6 

100,9 
95,5 

ajout6e [ trouv6e 

0 , 0 1 3  0 , 1 3  

0,064 0,063 
0,236 0,225 
0,55 0,59 
1,97 2,00 

] % 
100 

98,4 
95,5 

lO7 
lOl,5 

Le tableau 8 indique la concordance entre les r~sul- 
tats fournis par Ie test  microbiologique et le test 
animal (rat). Divers produits out ~t6 analys6s simul- 
tan6ment avec les deux m6thodes. Les r6sultats sor t  
indiqu6s en ?]g sec. 

T a b l e a u  8 

L. casei 24,4 24,1 22,6 23,9 31,2 

Rat 20 25 22 20 35 

L. aasei 17,1" 39,2* 34,7* 149,6" 31,8" 

Rat 17 37 34,4 145,6 32 

* M6thode directe. - -  Les autres chiffres sont obtenus 
partir d'extraits. 

On voit donc que ce test, qui est susceptible de di- 
verses modifications, est digne de confiance. 

Acide nicotinique. FILDES 1 tait en 1938 l ' importante 
observation que l'acide nicotinique est facteur de crois- 
san ce essentiel pour Proteus vulgaris. Sur la base de 
cette d6couverte, A. LWOFF et ses collaborateurs 2, 3 ont 
mis au point un test excellent pour la d~termination 
de l'acide nicotinique et la nicotinamide. La courbe 
d'6talonnage (fig. 11) indique la proportionnalit6 entre 
la dose de vitamine et le d6veloppement correspon- 
dant. La m6thode, trSs sp6cifique, est applicable au 
sang, £ l'urine et au Iait. 

I1 faut ajouter que P. vulgaris r6agit non seulement 
la pr6sence d'acide nicotinique et de nicotinamide, 

mais aussi A celle de coenzyme I (diphosphopyridino- 
nucl6otide) et de coenzyme II  (triphosphopyridino- 
nucldotide) qui poss~dent la nicotinamide comme 
groupe actif. 

80 

40 J 
J 

t ~ I l I l , t , 

0 0,4 0,8 1,2 7 

Fig. 11. Courbe d '6talonnage de Proteus vulgaris, n:  en function de 
la concentration de la nicotinamide dans le milieu synth6tique 
simple, s: en pr6sence de sang. Sur l 'abcisse: 4use de nicotinamide 
en y pour 100 ccm. Sur l 'ordonn6e, densit6 optique exprim4e en 
dcgr4s de l'61ectrophotom~tre de MEUNIER. (D'apr~s QUERIDO, 

LwosI," et  Ltt~'AS~'~, in M. Morel, 1943a.) 

D'autres tests ont 4t4 propos4s, qui sont moins prati- 
ques, en particulier Shigella dysenteriae (DoRFMAN, 
KOSER, HORWlTT, BERKMAN et SAUNDERS4),  Shigella 
l~aradysenteriae (FRASER, TOPPING et SEBRELL ~) et Lac- 
tobaeillus arabinosus (SNELL et WRIGHTS). Ils ne pr6- 
sentent pas les avantages du test Proteus: milieu tr~s 
simple, courbe d'6talonnage constante, ne devant pas 
~tre 6tablie pour chaque exp6rience. 

Adermine (vitamine B6). Strepfobacterium plantarum, 
6tudi6 par M6LLER qui, le premier, montra l'impor- 
tance de l 'adermine (--pyrido.~ine) comme facteur 
de croissance microbien, pourrait ~tre utilis6. LANDY 

1 p. FILDXS, Brit. J .  Exp.  Pathol.  29, 239 (1938). 
2 A. LWOFF et A. Qv~RIDo, C. R.  Soc; Biol., Paris 129,1039 (1938) ; 

130, 1569 (1939). A. Lwol~F, Semaine des H6pitaux,  Paris 17, 749 
(1941). 

a Melle M. ~OREL, L'acide nicotinique facteur de croissance pour 
~Proteus vulgaris*, Monographies de l ' Ins t i tu t  Pasteur,  Paris, 
Masson (1943). 

4 A .  DORFMAN~ S . A .  KOSER, M. H O R W I T T ,  S .  B E R K M A N  and 
F. SAUSDEr,.S, Proc. Soc. exp. Biol. 43, 4~4 (19~0). 

5 H. F. FRASER, N . H .  TOPPING and W . H .  SEBRELL, Publ. 
Heal th Rep. 53, 18B6 (1938). 

s E.  SNELL and L, W~¢mnT, J. Biol. Chem. 139, 675 (1940). 
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et DICI(EN 1 utilisent Lactobacillus casei pour le test dit 
des 6 vitamines, permettant  de ddterminer l'adermine, 
la lactoflavine, la biotine, l'acide pantothdnique, l'acide 
nicotinique et l'acide folique. R. J.  WILLIAMS et ses 
collaborateurs ~ proposent Saccharomyces cerevisiae 
(souche (~ Gebr. Mayer >>) en affirmant qu'il s'agit du 
meilleur test pour la vitamine B 6. Des t ravaux dtendus 
ne semblent pas avoir 6td effectu6s avec ces tests. 

On a r6cemment trouT6 une sdrie de champignons 
du genre Ceratostomella (FRIES a, ROBBINS et MAa), en 
particulier Ceratostomella ulmi (agent de la thyllose de 
l'orme), qui requiSrent l 'adermine eomme facteur es- 
sentiel. FRIES sugg&re d'utiliser ces organismes comme 
tests pour la d6termination de l'adermine. C. ulmi 
manifeste malheureusement des variations de son 
degrd d'h6tdrotrophie (tout au moins les souches 
que nous avons utilisdes) et fournit des courbes irr6- 
guli&res. I1 peut certainement 6tre utilisd comme test 
semi-quantitatif, et, avee beaucoup de prdcautions 
comme test quantitatif,  ~ l'aide duquel nous avons 
ddtermind l'adermine dans divers produits naturels. 
Nous  avons pu montrer que les organes de rats en 
avitaminose ]3~ contenaient moins de vitamine que les 
rats normaux. La figure 12 indique une courbe obtenue 
avec de l'adermine pure. C. multiannulata, d'apr~s les 
expdriences de FRIES, donne de meilleurs rdsultats. 

I1 faut rappeler £ cette occasion un test impr6vu 
qui est proposd par BONNER et DORLAND s (1943). 
Neurospora sitophila (champignon Ascomyc~te) ne 
requiert pas l'adermine. Apr~s irradiation par les 

t l , l  , I  ade~mine I 

12,5 25 50 I00 ,a~/25 ccm. 200. 

Fig. 12. D6vcloppement de Ceratostoraella utmi en prdsence de doses 
croissantes d'adermine (vitamine Bs). Les contr61es prdsentent ddj~ 
un Iaible ddveloppement, indice d 'un d6but d'auxo-autotrophie. 

(Sc~oP~R, in~dit.) 

rayons X, il nalt  un mutant  qui a perdu le pouvoir 
de synthdtiser eette vitamine. II s'agit done d'une 
hdtdrotrophie expdrimentale dent  le rdsultat est de 

1 M. LAm)V and D. M. D~CXES, J. of Lab. and Clin. Med. 27, 
1086 (1942). 

R.J.W~LLIAMS, R .E .  EAKIS and J . R .  McMA~AN, Univ. 
Texas PubL, n o 41037, 22 (1941). 

a N. FniEs, Naturwiss. 30, 685 (1942). Symbolae botan, lJ'psa- 
lienses, VI I :2  1--73 (1943). 

4 W. J. Ros~ i s s  and R. MA, Bull. Torrey bot. Club 69, 184 
(1942). 

5 j .  BONNER and R. DORLANT, Arch. Biochemistry (U.S.A.) 2, 451 
(1943). 

crier  une souche ddficiente, susceptible de fonctionner 
comme test semi-quantitatif pour la ddtermination 
de l 'adermine dans les produits naturels. 

Acide pantothdnique. Lactobacillus casei peut ~ nou- 
veau 6tre employ6 (test des 6 vitamines). L'organisme, 
utilisd selon les prescriptions de STRONG, FEENEY et 

/ 
I ! 1 I I ! I f ' ' 

0 0,5 IV 
Fig. 13. Ddveloppement de Lactobacillus caseie en presence de doses 
eroissantesde pantothdnate de calcium. Sur t'abeisse, doses de pan- 
tothdnate de Ca en y pour 10 ecru. Sur l'ordonn~e, ecm NaOH n/10. 

(D'apr~s BURLI~T 1.) 

EARLE :~, donne de bons r6sultats (fig. 13) e t a  permis 
~. BURLET 1 de ddmontrer la transformation par le mi- 
croorganisme du pantothdnol (y-oxypropylamide de 
l'acide 2,4-dioxy-3, 3-dim6thyl-butyrique) en acide 
pantoth6nique. L'61imination urinaire de cette vita- 
mine apr~s administration per os a pu ~tre suivie par 
BURLET. 

D'autres tests ont ~td proposes: Streptococcus lactis, 
Bacillus brassicae et Propionibacterium pentosaceum 
(R. J. WILLIAMS et collaborateurs a, 1940). PELCZAR et 
PORTER 4 (1941) ont montrd la grande sensibilitd de Pro- 
teus Morganii ~. l'acide pantothdnique. Cette bactdrie 
rdagit dgalement ~ la prdsence de Fun des constituants 
de cette vitamine, l'acide 0~,y-dioxy-fl,fl-dimdthyl- 
butyrique. 

fi-alanine. Cet acide amind est un eonstituant de 
l'acide pantothdnique. WILLIAMS et ROHRMAN s (1936) 

Tableau 9 
CH a OH 

HOCH~--~--~H---CONH--CH~--CH~--COOH 
J CH3 

acide ~, y-'dioxy-fl, fl- fl-atanine 
dimdthylbutyrique 

acide pantothdnique 

1 E. BURLET, Z. f. Vitaminforschung 14, 318 (1944). 
2 STRONG, FEEN~Y and EARLE, Ind. and Engin. Chenl. 13, 566 

(1941). 
S H. K. MITCHELL, H, H. ~¢VEINSTOCK, E. E. SNELL, S. R. STAN- 

BERY and R. J.  WILLIAMS, J, Amer. chem. Soc. 62, 1776, 1779, 
1785, 1791 (1940). 

4 M. J.  PELCZAR and J . R .  PORTER, J.  Biol. Chem. 139, 111 
(1941). 

5 R, J. WILLIAMS and E. ROIIRMAN, J. Amer. Chem. Soc. 58, 695 
(1936). 
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l ' indiquent comme facteur de croissance pour la le- 
vure. On sait aujourd'hui qu'il fonctionne comme pr6- 
curseur de l'acide pantoth6nique pour un organisme 
qui est capable de synth6tiser l 'autre moiti6. C'est 
en particulier le cas pour Corynebacterium diphtheriae. 

NIELSEN et HARTELtUS t utilisent une souche de 
levure pour la d6termination de cette vitamine. La  
pr6cision de la m6thode est de l 'ordre de 25%. 0,13 7 
de la substance peuvent encore 6tre d6termin6s. 

Biotine (vitamine H). Cette vitamine, constituant 
essentiel de l'ancien ~bios~> consacre d6finitivement 
l ' importance du test microbiologique. Nous ne poss~- 
dons actuellement aucun test chimique pour d6celer 
cette vitamine caract~ris6e par le fait qu'elle agit sur 
les microorganismes qui la requi~rent A des doses 
extr~mement faibles. K6GL et T6NNIS ~, dans un travail 
classiqu e au cours duquel ils isolent pour la premiere 
fois la biotine pure, se servent de la race M de Saccha- 
romyces cerevisiae pour appr6cier l 'activit6 de ce fac- 
teur de croissance. L'unit~ Saccharomyces est la quan- 
tit6 de biotine requise, dans des conditions bien d6ter- 
min6es, pour produire un accroissement de +100 % 
d'une culture. L'unit6 Saccharomyces, dans les condi- 
tions utilis6es par K6GL et T6NNIS 6quivaut fi 1/2500o 7, 
soit 0,040 m 7. 

Une m6thode pratique a 6t6 raise au point par 
SNELL, EAKIN et WILLIAMS ~ (1940) avec la levure. 
Le milieu de base est r6ellement synth6tique et con- 
tient toutes les vitamines requises par l'organisme, 
dont la constellation de facteurs de croissanee est eom- 
plexe, saul la biotine (fig. 14). La m6thode permet de 
d6celer encore 0,2 roT/100 ccm, avec une grande pr6- 
cision, et nous a permis de faire une 6tude d6taill6e 
du m6tabolisme de la biotine chez Phycomyces et 
d'autres microorganismes. La levure r6agit 6galement 

la pr6sence de la desthiobiotine (biotine d~sulfur6e). 
Elle est donc capable de sulfurer la biotine, ce qui 
n'est pas le cas pour Lactobacillus casei. (DITTMER, 
MELVILLE et du VIGNAUD4). 

Tableau 10 

/ N H - C H - C H , \  /NH-CH-CH~ 

O C /  i ~ S  -S OC NH ~H CH~ 
~NH_CH_CH / ~ _ .  _ 

(~H=)4"COOH l (CHz)¢'COOH 

biotine desthiobiotine 

(DIT*~tER, MELVILLE et DU VIGNAUD 4, GR~DSSNER, 
BouRQuIN et SCHNIDER~) 

Cette m6thode a 6t6 un instrument important  au 
cours de la synth~se de cette vitamine. 

NIELSEN et HARTELIUS 1 ont d6crit une m6thode 
utilisant la levure et permettant  de d6terminer 
0,13 m~ de vitamine avec une exactitude approxima- 
tive de 10%. Ces auteurs ont 6galement propos6 
B. radicieola dont les besoins en biotine ont 6t6 6tablis 
par WEST et WILSON ~ (1939) et NILSSON, BJXLFVE 
et BURSTa5~t 3 (1939). Cet organisme est encore plus 
sensible que la levure et que Candida Guillermondii, 
mais la m6thode n'est pas tr~s pr6cise. 

30 

20 

/0 

/ 
/ 

~ K 

Saccharomyces cerevisiae 

~iotine 
, i I 1 l 

0d0~51 2 4 m~/25ccm. 8 

Fig. 14. D~veloppement de Savcharomyces cerevisiae en fonction 
de doses eroissantes de biotine (vitamine H). Sur l'ordonn6e, ab- 

sorption de lumi~re en %. (ScHoP~ER, in6dit.) 

Acide p-aminobenzo~'que. Cette vitamine, r6cemment 
mise en 6vidence, pourrait  ~tre dos6e ~ l 'aide d'une 
souche particuli~re de Neurospora sitophila rendue 
h6t~rotrophe pour cette vitamine par irradiation aux 
rayons X (TATUM et BEADLE). Nous ignorons si cette 
m6thode a 6t6 6tudi6e. 

Mdso-inositol. Ce facteur, auquelWooLLEY 4 attribue 
la qualit6 de vitamine antialop6cique, fait 6galement 
pattie de la constellation requise par la levure et 
d'autres microorganismes. EUe agit g6n6ralement 
comme facteur compl6mentaire. WOOLLEY 5 (1941) 
ainsi que WILLIAMS s proposent la levure colnme or- 
ganisme-test. 

Acide ]olique. Ce facteur de croissance, encore in- 
suffisamment connu, pr6sent dans les feuilles, fut mis 
en 6vidence par Williams et ses collaborateurs, n e s t ,  
selon ces biologistes, facteur essentiel pour Strepto- 
coccus lactis R. (2 S. ]aecatis R.). On attribue ~ ce 

1 N. NIELSEN und V. HARTELIUS, C. R. Trav. Lab., Carlsberg 23, 
259 (1941). 

2 F. KbGL und B. TbNNxs, Z. Physiol. Chem. 242, 43 (1936). 
3 E. SNELL, R. E. EAKIN and R. R. WILL1A~aS, J .  Amer. Chem. 

Soc. 62, 175 (1940). 
4 K. DITTMER, D. B. MELVILLE and V. DU VIGNAUD, Science 99, 

203 (1944). 
s A. GR0SSNEE, J.  P. BouEQuIN und O. SCHNIDER, Helv. chim. 

Acta 28, 517 (1945). 

1 S .  NIELSEN und V. HARTELIUS, C. R. Tray. Lab., Carlsbcrg 23, 
387 (1942). 

P, M. WEST and P .W.  WILSON, Enzymologia 8, 152 (1939). 
3 R. NILSSON, G. BJ~L~VE und D. BURSTR6M, Naturwiss. 27, 389 

(1939). 
4 D. W. WOOLLEY, J.  Biol. Chem. 39, 29 (1941). 
s D. W. WOOLLEY, J.  Biol. Chem. 140, 453 (1941). 

R. J.  WILLIAMS, A. K. STOUT, H. K. Mrrc~IELL and J. R. Mc 
MAHAI% Univ. Texas Public., n o 4137, 27 (1941). 
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facteur, qui semble tr~s r6pandu, la formule empirique 
C~sHxsOsH 5. I1 peut ~tre d6termin6 quantitativement 

l'aide de l'organisme ci-dessus. 

Le titre de cet article imposait une description suc- 
cincte, un peu s~che peut-~tre, des principaux tests. 
I1 ne s'agit que d 'un choix comprenant les m6thodes 
les plus utilis6es et les plus sfires. Elle aura suffi pour 
donner au lecteur une id6e de l ' importance de l'instru- 
ment excellent que constitue Ie test mierobiologique 
et des possibilit6s d'applications pour ainsi dire illimi- 
t6es. Instrument d~licat et precis, mais vivant, c'est- 
~t-dire parfois capricieux, qu'il faut sans cesse con- 
tr61er et qui ne dolt pas 6tre trait6 comme un r6actif 
chimique. 

La discussion d'un probl~me g6n6ral, de grande im- 
portance, et ~t l '6tude duquel les tests microbiologiques 
contribuent d'une mani~re 6minente, nous permettra 
de sortir du cadre limit6 des techniques. 

Les ]acteurs de croissance vitaminiques du sol 

L e u r  e x i s t e n c e  da r t s  le so l  

Depuis longtemps, on a fait l 'observation que des 
extraits bruts de terre sont favorables au d6veloppe- 
ment de certains microorganismes in vitro. On songe 
tout naturellement ~ un aliment carbon6 ou azot6 
apport6 par l 'extrait  aqueux de sol. Cela n'est certes 
pas impossible, mais ne nous explique pas cette action 
parfois si favorable. PRINGSHEIM 1 pose nettement la 
question (1935) : Wuchsstoffe im Erdboden ? La m~me 
ann6e, LWOFF et LEDERER 2 observent qu'un Flagell6, 
Polytomella agilis est favoris6 clans son d6veloppement 
par des extraits de terre, dans des conditions culturales 
telles qu'il faut songer ~ une action de facteur de 
croissance, plut6t qu'~ un effet de l 'humus. 

Mon ancien collaborateur W. F. Mf3LLER 3 fait en 1937 
les observations suivantes avec Mucor Ramannianus 
dont on sait qu'il est auxo-h6t6rotrophe et requiert le 
thiazol de l 'aneurine comme facteur de croissance. I1 
s'agit d 'une Mucorin6e typique du sol. MULLER r6colte 
de la terre dans le sol d 'une for~t qui n 'a  certainement 
jamais re~u d'engrais. Ce sol est tamis6, les fragments 
de racine sont enlev6s aussi compl~tement que pos- 
sible. Un extrait  aqueux est pr6par6 par chauffage 
100 ° C, qui est ajout6 A des milieux synth6tiques 
pour M. Rarnannianus. Avec 1,5 7 d'aneurine, on 
obtient un poids sec de culture de 200 mg environ. 
Avec l 'extrait  de 40 g de terre, les r6sultats suivants 
sont obtenus: 

1 E. G. PRINGSItEIM, Naturwiss. 23, 197 (1935). 
2 A. LWOFF et E. LEDERER, C. R, Soc. Biol. Paris 119, 971 (1935). 
a W. F. MOLLER, Th~se Berne, Ber. Schweiz. bot. Ges. 51, 165 

(1941). 

Tableau 11 

Sol de 1 ~ 3 cm au- 
dessous d'une couche 
d'aiguilles de Coni- 
f~res . . . . . . . .  

de 6 ~t 8 cm . . . . .  
de 12~t 15cm . . . .  
contr61es . . . . . . .  

28,5 mg (poids sec de 
M. Ramannianus) 

18,0 mg 
4,5 mg 
0 

Le milieu de culture contient en doses optimales tout 
ce qui est n6cessaire ~t la croissance du microorganisme. 
II ne peut donc s'agir d 'une action plastique ou 6ner- 
g6tique ordinaire, mais bien d'une action de facteur 
de croissance vitaminique. Celui-ci peut ~tre adsorb6 
par le noir animal et ~lu~ par un m~lange alcool-HCl 
n/10. Le facteur ainsi obtenu est soluble dans l'eau, 
l'alcool mais pas dans le chloroforme (ce qui exclut 
le thiazol de l'aneurine). I1 ne peut s'agir que de l 'aneu- 
rine. L'effet observ6 avec le sol provenant de 1 - 3  cm 
de profondeur correspond environ ~ 0,05 7 de vita- 
mine B 1. 

Depuis cette 6poque, nous avons fa i t  un grand 
nombre d'observations A l'aide de sols divers, d'engrais 
naturels, d'engrais naturels industriels. Nous y avons 
r~guli~rement retrouv6 des doses variables, mais sou- 
vent appr6ciables d'aneurine, de biotine, d'adermine 
(vitamine Bs). Lorsqu'il s'agit du sol, c'est toujours 
la partie voisine de la surface qui est la plus fiche. 
Nous retrouvons de l 'aneurine et de la biotine dans 
l 'eau d'un mar6cage. 

BONNER et GREENE t (1938), trouvent ~ l'aide du 
test Phycomyces des quantit6s appr6ciables d'aneu- 
fine dans plusieurs engrais naturels (0,08-0,13 
mg/kg !). 

LILLY et LEONIAN 2 (1939) trouvent dans le sol des 
doses d'aneurine suffisantes pour permettre le d6ve- 
loppement de Phytophthora erythroseptica (r6clamant 
la mol6cule complete d'aneurine), de Phycomyces 
blakesleeanus (exigeant la pyrimidine et le thiazol), de 
Pythiomorpha gonapadioides (demandant la pyrimidine 
seute), de Mucor Rarnannianus ainsi que de Sordaria 
fimicola, dont on soup~onne le besoin en biotine. 

R6cemment, CARPENTER 3 trouve de la lactoflavine 
dans le sol, en quantit6 proportionnelle A la dose de 
mati6re organique pr6sente et LOCHHAED et CHASE 
(1943) soupqonnent la pr6sence clans le sol de facteurs 
essentiels autres que l'aneurine, la biotine, la lacto- 
flavine, l 'adermine, l'acide pantoth6nique, l'acide nico- 
tinique et le m6so-inositol. 

11 nous paralt  tout naturel que le sol contienne des 
facteurs de croissance actifs sur B. radicicola (NIEL- 

1 j .  BONNER and J.  GREENE, Bot: Gaz. 100, 226 (1938). 
2 V. G. LILL~" and L. H. LEOStA•, Science 89, 292 (1939). 
a C. C. CARPENTER, Science 98, 109 (1943). 

I5 Exper. 
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SEN1). On sait que ce microorganisme qui, du sol, 
p6n6tre dans les racines de Papillonac6es et y forme 
les nodosit6s bact6riennes, exige en t ous l e s  cas la 
biotine pour sa croissance. 

La pr6sence de phyto- et zooplaneton dans l 'eau des 
lacs rend des plus plausibles l 'observation de HUT- 
CHINSO~ ~ (1943) qui retrouve de l'aneurine dans I 'eau 
lacustre non filtr6e (de 1,03 ~ 1,2 7 par titre) ainsi que 
des traces de biotine. La pr6sence de ces facteurs de 
croissance dans les organismes planctoniques est toute 
naturelle. 

Nos premieres observations sont donc confirm6es: 
il y a bien des vitamines dans le sol. 

FEHER ~, 6tudiant le sol naturet de diverses forSts, 
indique les chiffres extrSmes suivants: 

Tableau 13 

Rapport: 
Champignons Bact6ries (totales) baet6ries/ehampignons 

280000 
354000 

20000 
540000 

44800000 
4900000 
7700000 

31000000 

160 
13,9 

385 
57,9 

(d'apr~s FEHER, in A. RIPPEL ~) 

O r i g i n e  des  f a c t e u r s  v i t a m i n i q u e s  du so l  

Lorsque nous parlons de vitamines du sol, il ne faut 
passe  faire d'illusions: l'effet auxog8ne observ6 ne re- 
pose pas uniquement sur les vitamines extracellulaires, 
diffus6es ou lib6r~es de microorganismes, mais aussi des 
facteurs extraits desorganismes m6Iang6s ~ la terre et qui 
ne peuvent ~tre s6par~s de cette derni~re 3. Azotobacter 
sp. contient d'apr6s BONNER et GREENE (1938) 140 mg 
d'aneurine/kg et en g6n6ral, les autres microorganismes 
6tudids, autotrophes pour l'aneurine en contiennent 
des quantit~s 61ev6es. I1 en est de m~me pour la bio- 
fine, l 'adermine et probablement d'autres vitamines. 
Si l 'on songe qu' in vitro, des champignons filamenteux 
tels que Phycomyces, Rhizopus divers, dont nous avons 
montr6 le pouvoir de synthbse pour la biotine, laissent 
diffuser 8 0 - 9 0 %  de leur production dans le milieu, 
on peut  admettre qu'il en est de m~me dans le sol. I1 
faut cependant se rappeter que les conditions de cul- 
ture y sont en g6n~ral infiniment moins favorables 
qu'in vitro. 

Le tableau 12 se rapportant au sol d 'un champ ayant  
requ du fumier (RoTItAMSTED), indique par gramme 
de sol, le nombre de microorganismes pr6sents: 

Tableau 12 

Amibes 
Ftagell6s 
Cili6s 
Bact6ries 
Algues (sauf 
Cyanophyc6es) 

Nombre 

150000 ~t 280000 
350000 ~ 770000 

100 h 1000 
1-108 k 5 .109 

> 100000 

Poids approxi- 
matifen kg./Ha, 
eouche sup. de 

15 cm. 

76 k 134 
56 ~t 112 

1680 k 8400 

> 139 

(d'apr~s E. JOHN RUSSEL*) 

1 N. NIELSEN, C. R. Trav. Lab., Carlsberg 24, 66 (1944). 
2 G.E. HU'rCmNSON, Arch. Biochem. (U.S.A.) 2, 143 (1943). 
a Nous ne pouvons actuellement pas donner de plus amples d6tails 
ce sujet. 
4 E. J. RUSSEL, Boden und Pflanze, 2. Auflage, Steinkopf, 

Dresden und Leipzig {1936). 

On peut se repr6senter que ces organismes, d6ve- 
lopp6s ou latents, repr6sentent des sources importantes 
de facteurs de croissance vitaminiques. I1 peut s'agir, 
soit d'une diffusion ~ partir des organismes vivants, 
soit d 'une lib6ration par d6sint6gration de cadavres 
microbiens. 

II faut d 'autre part envisager la plante sup6rieure 
comme productrice de facteurs vitaminiques. La crois- 
sance de Mucor Ramannianus est favoris6e par des 
dialysats naturels de racine ou de semences de Coni- 
f~res. Ceux-ci, comme MOLLER l 'a montr6, n'agissent 
pas d'une mani~re sp6cifique, inais uniquement par 
t'aneurine qui a dfffus6 des tissus vivants (ScHOPFERa). 
Nous avons montr6 en 1936 que des dialysats de pollen, 
d'organes floraux et de feuiUes activent la croissance 
de Phycomyces en milieu synth6tique ~. Ils doivent obli- 
gatoirement contenir de l'aneurine, qui a diffus6 des 
tissus vivants. Peut-on en inf6rer qu'it  en est de 
m~me dans la nature ? L'affirmation doit 8tre faite 
avec prudence. Quelques exp6riences, faites A l'aide 
de cultures st6riles, sur sable, nous ont montr6 qu'il 
y a effectivement, ~ partir de la racine vivante, une 
diffusion de facteurs de croissance vitaminiques. 

Des exp6riences indirectes patient 6galement en 
faveur d'une diffusion. STILLE 5 (1938) inocule une 
culture stfrile de Moutarde avec B. mesentericus et 
des levures rouges. Apr~s 5 jours il observe dans le 
voisinage immfdiat  des racines une accumulation des 
microorganismes inocul6s (volt fig. 15) qui ne peut 
s'expliquer que par une action des racines. Malgr6 
t'opinion d'ISAROVA 6 (1937), il ne semble pas qu'iI 
s'agisse d'une association sp6cifique entre les racines 

1 D. FEHER, Untersuchungen fiber die Mikrobiologie des Wald- 
bodens, Springer, Berlin (1933). 

A. RtPPEL, Mikrobiologie des Bodens, Hdbch. der Bodenlehre, 
I. Erg~inzungsband, Springer, Berlin (1939). 

s W. H. ScnoPFEg, C. R. Soc. Physique Hist. nat., Gen6ve, 49, 
155 (1~32). 

¢ W. H. SCHOPFER, Arch. f. Mikrobiol. 7, 156 (1936). 
s B. SrILLE, Arch. f. Mikrobiol. 9, 477 (1938). 
6 A. A. ISAKOVA, in RIPPEL, Mikrobiologie des Bodens (1939). 



[~5-O~TOSER X945] W . H .  SCHOPFER: Les tests microbiologiques pour la d6termination des vi tamines 227 

de la plante sup6rieure et des microorganismes intro- 
duits. 

D'ailleurs, les statistiques de THOM et HUMFELD x 
(1932), montrent  que dans le voisinage des racines, 

contiennent des quantit6s appr6ciables d'aneurine. 
L'excr6tion urinaire de vitamine, chez un individu 
normalement  nourri, au cours de 24 heures, est de 
l 'ordre de 3 0 - 9 0  9) ( W E S T E N B R I N K  et GOUDSMIT) et 
de 100 ~ selon W. KARRER. Directement ou non, cette 
vi tamine retourne partieUement au sol. 

Fig. 15. Rhizosph~re de Moutarde, 5 jours apr~s une infection arti- 
ficielle de la culture st6rile avec Bacillus mesentericus. (D'apr~s 

STt~E,  Arch. f. Mikrobiol., 1938.) 

le nombre de microorganismes est net tement  plus 61ev6 
(voir tableau 14). I1 s 'agit  du mais et le nombre des 
organismes est rapport6 ~ 1 g de terre. 

Tableau 14 
I 

Champignons Bact~ries ] pH 
! 

Sol 100000 5500000 4,8 
Sol en contact avec 

tes racines . . . 800000 26000000 5,2 

KRASSILNIKOV 2 affirme avoir trouv6 B. denitri]icans 
et B. /luorescens bien ddvelopp6s dans la rhizosph~re 
du b16 et du mais. 

I1 existe par  contre une autre source de facteurs 
vitaminiques pour le sol, indiscutable celle-lk: ce sont 
les v6g6taux se d6composant ~ la surface du sol. Une 
couche de feuilles, laiss6es ~ la surface du sol, A Faction 
des intemp6ries, d6termine un enrichissement en fac- 
teurs de croissance de la couche imm6diatement en 
contact avec le mat6riel en d6composition. Ces fac- 
teurs de croissance sont lib6r~s par  la mati~re morte 
elle-m~me, par les microorganismes ~ qui elle sert de 
substrat,  et qui, peut-~tre, r6clament eux-m6mes des 
faeteurs de croissance. 

Ceci vaut  6galement pour la mati~re animale et les 
excr6tas animaux. Les f~ces animales et humaines 

1 C. THOM and H. HUI~FELD, J. Bact.  23, 79 (1932). Soil Sc. 34, 
29 (1932). 

2 N .A .  KRASSILNIKOV, Microbiology 3, 343 (1934) in RIPPEL, 
Microbiologie des Bodens (1939). 

x5* 

A b s o r p t i o n  d e s  f a c t e u r s  p a r  l a  p l a n t e  

Une autre question, se rapportant  de nouveau ~t un 
probl~me presqu'inexplor6, se pose. La pr6sence de 
facteurs de croissance vitaminiques dans le sol 6rant 
accept6e, peut-on admet t re  que les racines des plantes 
sup6rieures sont en 6tat de les absorber ? L 'absorpt ion 
par  la racine de substances organiques me semble 
indiscutable quoiqu'elle soit encore contest6e et tr~s peu 
6tudi6e. 

Si, A une culture st6rile de plante sup6rieure sur 
milieu liquide, nous ajoutons de l 'aneurine, celle-ci, en 
exc~s peut ~tre retrouv6e dans les feuilles ~ l 'aide du 
test  Phycomyces. BONNER et GREENE ont d6montr6 
qu'il  en 6tait de m~me si l 'on ajoutait  de la vitamine 
B 1 au sol. II  faut que la mol6cule de vitamine, ~ vrai 
dire pas tr~s complexe, ait  p6n6tr6 par les poils radi- 
culaires. 

L 'absorpt ion par  les racines des facteurs vitami- 
niques du sol, pour autant  que ceux-ci soient libres 
et transportables par l 'eau de circulation, est certaine- 
ment  possible. 

D 'aut re  part ,  il ne faut pas oublier tes anciennes 
recherches de BOTTOMLEY, relatives aux (,auximones~, 
faites entre 1914 et 1918, ~t une 6poque oh la question 
des vitamines n 'dtai t  pas encore introduite en physio- 
logic v6g6tale. Des extraits de tourbe bact6ris6e 
agissent favorablement,  non seulement sur les micro- 
organismes fixateurs d 'azote ( B. radicicola, Azotobacter 
chroococcum, rnais aussi sur tes plantes sup6rieures. 
I1 s'agissait ~ vrai dire de v6g6taux aquatiques tels 
que Lemna minor, Azolla filiculoides, Salvinia natans, 
Limnobium stoloni/erum. 

A c t i o n  d e s  v i t a m i n e s  a j o u t 6 e s  au  s o l  

On ne peut envisager ce probl~me sans aborder  la 
question tr~s discut6e de Faction des vitaraines, parti- 
culi~rement celle de l'aneurine, ajout6e ~ l 'eau d 'arro- 
sage. Entreprise sur des bases scientifiques par BONNER 
et GREE~E a (1938), cette 6tude a fourni des r~sultats 
encourageants. Avec 0,01 nag d'aneurine par litre une 
acc616ration tr~s nette du d6veloppement est observ6e 

1 J .  BONNER and J. GREENE, Bot.  Gaz. 100, 226 (1938). 
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avec Bougainvillea glabra, Arbutus unedo, Eucalyptus 
]ici]olia. Avec Ceratonia siliqua en cul ture  sur sable, 
la croissance est augment~e de + 100%. Malheureuse- 
ment ces r6sultats ont dt6 transport6s imm6diatement 
dans le domaine de la pratique et les dchecs ont dtd 
nombreux. I1 est fort probable que seules certaines 
plantes r6agissent ~ la vitamine aioutde au sol. II est 
tr~s possible dgalement que ce ne soit pas la plante 
sup~rieure qui soit directement influenc6e par la vita- 
mine, mais bien la flore microbienne, contenant aussi 
des microorganismes hdtdrotrophes pour l'aneurine. 
Par 1A, indirectement, la croissance de la plante supd- 
rieure peut  ~tre avantagde. Une telle action dolt d6- 
pendre dgalement de la nature et de la composition du 
sol. A quoi sert une adjonction de vitamine au sol, si 
celui-ci en est d6j~ ricbe ? Elle peut m~me ~tre dange- 
reuse du point de rue  phytopathologique, si Fad- 
jonction de vitamine Bx favorise, directement ou non, 
le d6veloppement d 'un parasite n6faste. PRYOR I (1942) 
affirme avoir observ~ un tel cas avec le Cantaloux 
parasitd par  Erysiphe. cichoracearum. 

A notre avis, toute la question de l 'action de l 'aneu- 
fine ajout6e A l 'eau d'arrosage est ~t reprendre sur de 
nouvelles bases. 

A c t i o n  d e s  q u a l i t 6 s  du  sol  e t  d e s  e n g r a i s  
s u r  l e t a u x  en  v i t a m i n e  d e s  p l a n t e s  

Nous avons jusqu'ici envisag6 uniquement le taux 
en vitamine du sol et l 'action possible de celles-ci sur 
la croissance des plantes. Le probl~me pr6sente un 
autre aspect. De quelle mani~re la nature chimique 
du sol, particulibrement les engrais, agissent-ils sur le 
taux en vitamines des v6g6taux sup6rieurs ? SCHEI3- 
NERT, une autorit6 en la mati~re, d6terminant les taux 
en vitamines ~t l'aide du test animal, a toujours affirm6 
que, dans une large mesure, les engrais n'agissaient 
pas d'une mani~re notable sur les taux en vitamines. 
R~cemment, BURKHOLDER et M c V E I G  H2, utilisant le 
test Phycomyces, d6montrent qu 'un engrais azotd 61&re 
le taux en aneurine, tandis que l'engrais phosphor6 le 
diminue. HuRI~I 3, darts une dtude tr~s d6taiIlde sur 
Melandrium album arrive aux m~mes conclusions 
(fig. 16). 

Le probl~me que nous exposons ici e n e s t  /~ ses 
d~buts. Ce sont surtout les incertitudes qui frappent. 

En nous r6sumant, nous pouvons tout  de m~me 
dnumdrer les faits acquis: 

1 ° il y a des facteurs de croissance vitaminiques 
dans le sol; 

1 D. E. PRYOR, Phytopathology 32, 14 (1942). 
2 p.  BURKHOLDER and I. McVEIGH, Amer. J.  Bot. 27, 853 (1940). 
3 H. ttURNI, Th6se Berne, Z. f. Vitaminfors, chung 15, 198 (1944). 

2 ° ces facteurs sont produits par les microorganismes 
du sol, desquels ils diffusent, du mat6riel vdgdtal et 
animal en d6composition. Ils sont apportds par Ies 
engrais naturels; 

3 ° la plante sup6rieure est capable d'absorber cer- 
taines vitamines avec l 'eau qu'elle retire du sol. 

~ Cycle>> de ]acteurs de croissance 

Ces faits dtant admis et ddmontrds, il parait 6vident 
que, par le canal des facteurs de croissance vitami- 
niques, des relations s'dtablissent entre les divers types 
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Fig. 16. Augmentation et diminution relative du taux en aneurine 
de Melandrium album en fonetion de l'engrais azot6 (N), phosphor6 
(P) et azot6-phosphor6 (NP), par rapport aux contr61es. :En noir: 
cultures sur terre ordinaire. En blanc: cultures sur sable. (D'apr~s 

HuRml.) 

physiologiques de microorganismes du sol. Certains 
d'entre eux sont auxo-autotrophes, d'autres auxo- 
h6t6rotrophes. LOCHHEAD et CHASE 2 (1943) tel&vent 
que 19% des microorganismes isol6s d 'un sol d6ter- 
mind exigent un facteur essentiel diffdrent de l 'aneu- 
fine, de la biotine, de l 'adermine, de l'acide panto- 
th6nique, de l'acide nicotinique et du m6so-inositol. 
Le /iltrat de cultures d'autres rnicroorganismes, croissant 
sur un milieu synthJtique simple, contient ce /acteur 
essentiel pour les auxo-hJtJrotrophes. On volt done 
comment les relations et Ies ddpendances peuvent 
s'6tablir, s 'exprimant par des stimulations unilat6rales 
et des mdtabioses. 

Nous avons admis un vaste cycle, basd uniquement 
sur les besoins et les productions de facteurs vitami- 
niques. A vrai dire, la notion de cycle pr6suppose 
l'existence d'un 61dment chimique indestructible 
(C, N, S, Ca, etc.) dont nous suivons le passage au tra- 
vers des divers m6tabolites synthdtisds par une 

1 H. HuR~I, Th~se Berne, Z. f. Vitaminforschung 15, 198 (1944). 
2 A. G. LOCr~EAD and F .E .  CHASE, Soil Sc. 55, 185 (1943). 
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chatne d'organismes. C'est donc par  extension que 
nous appliquons ici la notion de cycle. L'id~e a 6t~ 
sugg~r6e ~galement par  BoAs et K6GL. Nous avons 
tent6 de la eoncr~tiser de la manibre qu'indique la 
figure 17. Les plantes vertes sont dou6es de tousles pou- 
voirs de synth~se et fabriquent les vitamines qu'elles 
livrent aux animaux qui sont, clans leur plus grande 
majorit6, auxo-h6t6rotrophes. Chez l 'animal comme 
chez la plante verte dont les pouvoirs de synth~se sont 
temporairement diminu~s ou supprim~s, des sym- 
biontes auxo-autotrophes fournissent les vitamines 
n6cessaires au maintien et au d~veloppement. La d6- 
composition des animaux et des plantes vivant  sur le 
sol livrent ~ ce dernier des facteurs vitaminiques dont 

A I 

....... 2 7 °  

Fig. 17. Cycle i l lustrant les relations directes et indirectes entre les 
diff6rents types  physiologiques de microorganismes. 1. Pr6sence de 
microorganismes symbiotiques.  2. Facteurs  vi taminiques di ifusant  
d 'organismes vivants .  3. Facteurs  produits et  lib~r6s par les orga- 
nismes morts ,  en d~composition. (Modifi6 d'apr~s SCeO~YeR t, Plants  

and Vitamins, 1943.) 

profitent les microorganismes auxo-h6t6rotrophes. 
Ceux-ci, de m~me que leurs cong6n~res auxo-auto- 
trophes, resti tuent A nouveau au sol des facteurs vita- 
miniques dont, 6ventuellement, la plante sup6rieure 
peut profiter. 

A vrai dire, ce ~cycle,~ n 'est  pas ferm6. Nous con- 
naissons ses principaux stades dont la r6alit6 est d6- 
montr6e exp6rimentalement.  Nous ignorons de quelle 
mani~re ces diff6rents stades sont exactement r6unis. 
Dans son ensemble, ce cycle, reposant sur quelques 
donn6es pr6cises, est surtout l 'expression d 'un vaste 
plan de recherches, qui dolt ~tre poursuivi dans tous 
ses d6tails: analyses syst6matiques des sols en facteurs 
vitaminiques, 6tablissement des besoins en facteurs de 
croissance des microorganismes typiques du sol, d~- 
monstrat ion de la perm6abilit6 radiculaire pour les 

W. H. SCHOPFER, Plants  and  Vitamins,  New Series of Plant  
science Books, vol. XI ,  Wal tham U.S.A., 300 pp. 0943).  

facteurs vitaminiques, nous semblent des t~ches pres- 
santes, d 'un int6r~t pratique et national indiseutable. 
Elles nous permettront  de pr~ciser un facteur nouveau 
dont le r61e dans la production v6g6tale nous para l t  
6vident. 

Nous avons, dans le cadre limit6 de cet article, en- 
visag6 le probl~me des Iaeteurs de croissance du sol 
pour lui-m~me. II tombe sous le sens qu' i l  ne constitue 
qu 'un  616ment d 'un probl~me plus vaste, en fonction 
duquel il doit 8tre 6tudi6: celui de la production 
v6g6tale en fonction du sol et de ses microorganismes. 

Nous dirons simplement en concluant: d'6quilibre~ 
r~gnant entre les v~g6taux terrestres et les micro- 
organismes du sol est le produit de synergismes et 
d 'antagonismes dont  la base mat6rielle est repr6sent6e 
par  des substances 6raises et diffusant. Les facteurs 
de croissance vitaminiques que l 'on a n~glig~s jusqu'~ 
maintenant  repr6sentent une cat6gorie de ces subs- 
tances. 

Nous ne devons pas oublier que toutes nos exp6- 
riences de laboratoire se font dans des conditions arti- 
Iicielles. Toutes les donn6es acquises au laboratoire 
doivent finalement ~tre transport6es dans la nature, 
car la fin derni~re de toute recherche est d 'expliquer 
le comportement  des ~tres vivants  dans la nature. C'est 
ainsi que nous arriverons ~ une sorte de vitaminologie 
6cologique. 

Summary 

The qualities required by a microorganism to work 
as test object are studied, so as the utilized methods 
to measure development. 

The different, watersoluble vitamins from the group 
B: thiamin, riboflavin, nicotinic acid, adermin (pyri- 
doxin), pantothenic aMd, fl-alanin, biotin, p-amino- 
benzoic acid, mesoinositol, enable the creation of a 
useful test with a selected microorganism. 

The problem of the vitaminic factors of the soil is 
one of those which can only be studied with help of 
microbiological tests. The presence of vitamins in the 
soil is proved. Their origin is discussed. Their action 
and that  of vitamins voluntary added to the soil is 
studied. I t  is shown that  the qualities of soil and 
manures have a marked influence on the thiamin rate 
of the studied plant. 

A cycle is suggested to show how the action of 
growth factors enable to understand the natural re- 
lations existing between the auxo-heterotrophic and 
the auxo-autotrophic organisms. The growth factors 
of the soil participate to the biological balance ruling 
life in and on the soil. The necessity of an "ecological 
vitaminology" is being considered. 


