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calcium est beaucoup plus forte en presence de glycerophosphates 
que de phosphates. I1 en decode que la mise en libertk d’ions phos- 
phoriques au niveau des territoires ou Bvolue la calcification pro- 
voque vers ceux-ci un veritable drainage des ions calcium presents 
dans les humeurs. Dks lors le r61e physiologique de l’enzyme apparait 
comme celui d’un agent de concentration locale en ions phosphoriques 
dans les os, concentration grhe  a laquelle s’opbre un appel des ions 
calcium des humeurs et, secondairement, la precipitation d’un phos- 
phate de calcium insoluble, regie par le produit de solubilitk de ces ions. 

Ce rapide expose montre la diversite des domaines auxquels 
s’6tend la biochimie des phosphatases et les nombreux problkmes que 
pose son etude. La description des systbmes phosphatasiques naturels 
est aujourd’hui trks avancke, mais la connaissance des phosphatases 
en tant que molecules chimiquement dhfinies est B peine Bbauchde. 
C’est dire quelle importance rev6t la preparation de phosphatases 
pures, qui doit &re le plus immediat des buts qu’il convient de chercher 
B atteindre. Mais l’ktude du mecanisme d’action des phosphatases 
dans de nombreux processus physiologiques conserve aussi un grand 
interGt, car elle permettra sans doute d’expliquer les modalites de la 
formation des phosphates au niveau du rein, de la glande mammaire, 
et celles de nombreuses reactions phosphorylantes independantes de 
processus couples (transphosphorylation, actions de la phosphorylase, 
de la myokinase). Aussi la biochimie des phosphatases se developpe- 
t-elle sans cesse, offrant B la sagacite des chercheurs un champ d’action 
vaste et fecond. 

Laboratoire de Chimie biologique, Faculte de Mkdecine 
et de Pharmacie, 92, Rue Auguste Blanqui, Marseille. 

155. Etude SUP le potentiel d’oxydo-reduction. 
Limite de croissance des baeteries anaerobies 

par E. Aubel, A. J. Rosenberg et M. Granberg. 
(25 V 46) 

I1 a 6th montre dans une serie de travauxl) sur Clostridium 
Saccharobutyricum et Clostridium Sporogenes, qui sont des anaero- 
bies stricts, que l’oxygkne n’entrave pas la degradation des mhtabo- 
lites, donc que la liberation de 1’6nergie necessaire l’entretien de la 

l) E. Aubel et J. Houget, C. r. 209, 259 (1939), et Rev. Canadienne de Biol. 4, 488 
(1945); E. Aubel et E .  Perdigon, C. r. 21 I ,  439 (1940), et Rev. Canadienne de Biol. 4, 
498 (1945); E. Aubel, n. Rosenberg et N .  de Ghezelles, B1. SOC. Chim. biol. (trav.) 25,1152 
(1943), et Rev. Canadienne de Biol. 4, 502 (1945). 
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vie du microbe et a sa croissance se produit normalement, meme A 
l’air, et que, par contre, ce mkme oxygbne, en se fixant sur l’hydrogbne 
et d’autres m6tabolites n6cessaires aux synthdses, interdit celles-ci. 
Par suite, l’oxygkne s’oppose a la croissance. Dans lea mkmes travaux 
il avait 6t6 dit, B titre d’hypoth&se, que, comme les bacteries Btudides 
sont ma1 tamponnees au point de m e  oxydo-reduction, dks que la 
vitesse de production de l’hydrogkne est inferieure B la vitesse d’ar- 
r i d e  de l’oxygkne, d’une part certaines diastases sont partiellement 
detruites, d’autre part les tampons d70xydo-r6duction sont forces et 
les conditions du milieu cellulaire deviennent incompatibles avec les 
synthbses. 

Nous avons done B t B  amends a reconsiderer la question du PO- 
tentiel d’oxydo-reduction limite le plus Bleve, compatible avec la 
croissance des anadrobies. L’idBe gendralement admise est que, pour 
leur dheloppement, les anaerobies exigent un potentiel d’oxydo- 
reduction bas et que l’oxygbne s’oppose B un abaissement convenable 
du potentiel d’oxydo-rdduction du milieu. Ce point de vue, qui a BtB 
expos6 par Quastel et Htephensonl) puis par Aubel et Aubertin2),  trou- 
vait un appui.dans les recherches de Clark3) et ses collaborateurs, qui 
avaient montre que les cellules vivant en anakrobiose developpent 
un potentiel d’oxydo-r6duction plus negatif qu’en aerobiose. 

Ceci a conduit B de nombreuses 6tudes sur l’importance du po- 
tentiel d70xydo-r8duction du milieu dans la croissance des anaerobies 
(Coulter4), D u ~ o s ~ ) ,  Aubel, Aubertin et Genevoisa), Plotx et Geloso 7), 

Pildes8), Kwight et Fildes9), PrevostlO), Kliger et Guggenheimll), Ven- 
weslannd et Hanke12), Knnel13), Hanke et Katx14)),  mais la signification 
r6elle et l’importance de la valeur mesuree restent obscures. C’est 
d’ailleurs la conclusion qui ressort des travaux de Broh-Kahn et 
Mirsky15) et de Knaysi et Dutky16).  

Ceci nous a incite a faire les experiences dont nous allons donner 
les resultats. 

1) Quastel et Stephenson, Biochem. J. 20, 1125 (1926). 
2) Aubel et Aubertin, C. r. SOC. Biol. 97, 1729 (1927). 
3) Clark, J. Wash. Ac. Sc. 14, 123 (1924). 
4) Coulter, J. a n .  Phys. 12, 139 (1928). 
5) Dubos, J. Exp. Med. 49, 559 (1929). 
8) Aubel, Aubertin et Genevois, Ann. Phys. et Phys.-Chim. Biol. 5, 1 (1929). 
7 )  PZotz et Geloso, Ann. Inst. Pasteur 45, 613 (1930). 
8) Fildw, Brit. J. Path. Bact. Ill, 151 (1929). 
9) Knight et Fildes, Biochem. J. 24, 1496 (1930). 
1”) Prevost, B1. SOC. Phil. 121, 80 (1938). 
11) Kliger et Buggenheim, J. Bact. 35, 141 (1938). 
12) VennesZand et Hanke, J. Bact. 39, 139 (1940). 
13) Kanel, Microb. 6, 254 (1937). Tirage 2. 
14) Hanke et Katz, Arch. Bioch. 2, 185 (1943). 
15) Broh-Kahn et Mirsky, J. Bact. 35, 455 (1938). 
16) Knaysi et Dutky, J. Bact. 31, 137 (1936). 
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Le milieu de culture employ6 6tait celui de Weinberg-Prewost. On m6lange 3 kg % de 
viande haohbe et 1 kg 1/2 de foie hach.5, que l’on verse dans 16 litres d’eau B 53,. Le milieu 
prend alors une temperature de 48O environ. On ajoute 150 om3 d’HC1 concentre et 10 g 
de pepsine 500 V.P. On laisse le melange 20 heures B 1’6tuve Q 48,. Aprbs ce djour, on 
chauffe 20 minutes B 90, le melange et l’on filtre. On repartit dans les ballons ou les tubes 
et  l’on st6rilise. Ne pas d6passer 110, lors de la stbrilisation. Pour les cultures de Clostridium 
Saccharobutyricurn, on ajoute au milieu precedent 6/ao d’extrait de pomme de terre obtenu 
en faisant bouillir 20 minutes 400 g de pommes de terre coupQs en morceaux avec un 
litre d’eau. Centrifuger, puis filtrer le liquide auquel on a ajout6 du talc. Les cultures de 
C1. Sporogenes se font B pH 7,4, celles de C1. Saccharobutyricum B pH 6,S1). 

Dans les exphiences faites en tubes de gblose, on r6partit 9 cma de milieu solidifi6 
avec 2% de g6lose dans des tubes de 18 cm de long et 1 cm. de diambtre. 

I. EXPgRIENCES FAITES AVEC DES COLORANTS. 

lo Espe‘riences faites sur  mi l i eu  solidifie’ p a r  la gdose.  
Svant sthilisation, on ajoute 1 cm8 de colorant 0,0005 M. L’ensemencement est fait 

de fapon B avoir des colonies nombreuses, mais s6par6es. On conserve deux tubes t6moins, 
non ensemenchs, pour chaque colorant. Les colorants utilis6s sont : 

Bleu de m6thylhe . E’, pH 7 =- + 0,011 v. 
Indigo tktrasulfonate . E’, pH 7 = - 0,046 v. 
Indigo trisulfonate . E’, pB 7 = - 0,081 v. 

L’6volution de la coloration des tubes t6moins se fait de la fapon suivante: aussitSt 
aprh  la st6rilisation, alors que le milieu est totalement d6sa6r6, les tubes sont entikrement 
dBcolor6s, puis, lorsque l’on abandonne les tubes refroidis B l’air, on observe, a p r b  24 
heures, B la partie sup6rieure des tubes, une zone fortement color&. En dessous de cette 
zone, le bleu de m6thylAne est complAtement d6color6, les indigos recolor6s, le t6trasul- 
fonate partiellement, le trisulfonate presque compl8tement. Ainsi donc, aprh  la st6rili- 
sation, lorsque le milieu s’est trouv.5 ainsi d6sa6r6, le potentiel du milieu est inf6rieur 
B E,’= - 0,081 v B pH 7,  puis, lorsque la recoloration s’est produite, donc aprks la dif- 
fusion de l’oxyghe, environ 24 heures aprhs le refroidissement, le potentiel du milieu est 
compris entre E,’= - 0,046 v et E,’= - 0,081 v B pH 7. 

Dans les tubes ensemenc6s voici ce que l’on observe : 
a) avec C1. Sporogenes - 24 heures aprks l’ensemencement, l’aspect des tubes en- 

semences, compar6s aux tubes tbmoins, est semblable: un anneau color6 fortement B la 
surface, de l h e  hauteur, puis une zone complhtement d6color6e en ce qui concerne 
le bleu, partiellement recolor& en ce qui concerne les indigos. Si Yon a eu soin d’ensemeneer 
comme il a 6t6 dit, on observe B la limite inf6rieure des anneaux fortement color6s, des 
colonies, petites, dans les trois colorants. Si l’ensemencement a 6t.5 fait de fapon A avoir 
des colonies confluentes, les anneaux superficiels sont plus ou moins d6color6s et  des co- 
lonies se voient prAs de la surface. 

48 heures ap rh  l’ensemencement, l’anneau color6 se d6colore partiellement ou totale- 
ment, et dans la partie d6color6e se d6veloppent alors de nouvelles colonies. 

Exceptionnellement il arrive que l’on observe de trhs rares colonies dans la partie 
color& du bleu de m6thylAne et des indigos. Ces colonies, trBs rares, demeurent petites, et  
ne grossissent que lorsque la d6coloration envahit la zone color&. 

La d6coloration de la zone sup6rieure est due certainement B des substances r6duc- 
trices s6cr6tQs par les bactkries, car les t6moins prbsentent, au contraire, une recoloration 
importante due B la diffusion de l’oxygbne, et, en outre, dans les tubes ensemenc6s, alors 

l) Les souches provenaient de la collection de Monsieur Prewost que nous tenons B 
remercier ici. 
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que la zone sup6rieure n’est pas encore dhcolor6e, on voit apparaitre dans cette zone de 
petites bulles gazeuses. 

b) avec C1. Saccharobutyricum -lea resultats observes sont comparables B ceux ob- 
tenus avec GI. Sporogenes. LB encore, il a Bt6 possible dobserver une d6coloration des zones 
superficielles precedant Yapparition des colonies, et aussi la presence exceptionnelle de 
trbs rapes colonies dans la zone superficielle colorke. Ceci nous a incite B experimenter avec 
un colorant suppMmentaire, le l-naphtol-2-Na-sulfonate-indo-2,6-dichloroph~nol de 
EO’= + 0,123 v B pH 7 .  MBme dans ce colorant, B 4 mm de la surface, on a vu une petite 
colonie. Repiquke, cette colonie s’est parfaitement d6veIopp6e en anaerobiose. I1 s’agissait 
bien, ainsi que nous nous en sommes assurbs, de C1. Saccharobutyricum, poussant un 
potentiel de l’ordre de E(= + 0,123 v pH 7. 

De l’ensemble de ces rhsultats, on peut conclure que les anaerobies produisent dans le 
milieu de culture des substances reductrices en quantit6 telle qu’elles s’opposent non seule- 
ment B la recoloration du leucodhrivh par l’oxygkne, mais encore decolorent les colorants 
en presence d’oxygbne, et ceci de telle manikre que les batteries peuvent ensuite pousser 
abondamment. En outre, il y a parmi les bact6ries ensemenches un certain nombre de 
bacthries mieux adaptees B lutter contre l’oxygbne, ce qui leur permet de se developper 
dans un milieu de potentiel E,’= + 0,123 v pH 7. Mais il s’agit la de cas exceptionnels, 
e t  il ne faut pas, en outre, oublier qu’azl moment de l’ensemencement, le potentiel du 
milieu est tel que les colorants rhduits lors de la sterilisation ne sont pas encore recolorbs. 

2 O  Influence de la Concentration e n  bactdries sur la vitesse de dkcoloration des divers colorat~ts 
ic potentiel d’ox ydo-rdduction ddfini. 

On partait pour ces experiences de cultures de 16 heures. Les bact6ries, aprBs s6- 
paration du milieu de culture par centrifugation a l’abri de Yak, sont lavees deux fois avec 
une solution de NaCl A 90/,,, sterile et privhe d’air. Aprks le deuxikme lavage, elles sont 
diluQs dans un tampon de phosphate st6rile B pH 7, de fapon B avoir des concentration6 
1, lile. On prelbve ensuite sthrilement 8 cm3 de chaque suspension que Yon met dans 
des tubes B essais steriles, on ajoute dans chaque tube 0 cm3, 4 de colorant 0,0005 M et 
1 om3 de substrat, de fapon B avoir une concentration en substrat (alanine pour C1. Sporo. 
genes, glucose pour C1. Saccharobutyricum) de 0,2%. On agite le melange et Yon note la 
vitesse de dhcoloration B l’air, B 370. Alors que, pratiquement, les temoins sans substrat 
restent color6s, voici les temps de d6coloration que Yon observe dans des experiences 
faites avec C1. Sporogenes: 

I 

Bleu de m6thylBne +0,011 v 
Indigo t6trasulfonate - 0,046 v 
Indigo trisulfonate - 0,081 v 
Indigo disulfonate - 0,125 v 
Violet de cr6syle - 0,167 v 

1 Phenosafranine - 0,252 v 

DCcolo- 
ration 
imm6- 
diate 

l l l a  
~~ 

Pas de 

ration 
dhcolo- 

Les bacthries, on le voit, sont donc, en presence dair, capables de se defendre centre 
l’oxygkne en dhgageant des substances rhductrices, celles-ci htant en quantitk d‘autant plug 
grande que les bact6ries sont plus nombreuses. 

Avec le C1. Saccharobutyricum on obtient des r6sultats comparables. 
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11. EXPGRIENCES FAITES AVEC LA MGTHODE GLECTROMETRIQUE. 
h s  expBriences ont BtB faites uniquement avec C1. Saccharobutyricum cultiv6 dans 

le milieu Weinberg-Prdvost + extrait de pomme de terre, comme il a dBjB Bt6 dit. La 
technique adoptbe 6tait celle de Hewittl) qui consiste B envoyer dans le milieu de culture 
un courant d'un melange azote + air dont la vitesse est reg16e de fapon B obtenir un PO- 
tentiel dBtermin6. La valeur de ce potentiel est donnee par la methode BlectromBtrique 
classique. La croissance des bacteries est suivie par la mesure de l'opacit6 du milieu au 
moyen de 1'6lectrophotomAtre de Meunzer. Le volume du liquide de culture Btait de 35 om3. 

Pour chaque experience, les lectures 6taient faites en double; deux electrodes plon- 
geant dans le milieu de culture. I1 n'est, en general, pas possible d'obtenir les m6mes chif- 
fres, les differences dans les resultats donnBs par les deux Blectrodes s'ecartant l'un de 
l'autre d'une dizaine de millivolts. Nous avons pris la moyenne des chiffres donnBs par 
les deux 6lectrodes. I1 arrive aussi parfois, avec le milieu employe, que lea electrodes de 
platine, bien qu'elles ne presentent pas de fissure, donnent, soit toutes les deux, soit une 
seule, des indications manifestement fausses. Elles sont alors empoisonn6es. Ceci se passe 
dans les milieux prepares depuis assez longtemps. Dans ce cas, il suffit d'ajouter au milieu 
de la poudre de zinc et de faire passer pendant 45 minutes un courant d'air. AprAs separa- 
tion du zinc, on stBrilise une premibre fois; il se forme un precipite que Yon filtre, et on 
stkrilise une seconde fois le milieu qui demeure clair. Les Blectrodes donnent alors des 
indications exactes. 

Lensemencement se fait avec des bactBries provenant de cultures de 18 heures. La 
quantite de semence est de 1 B 3 cm3, ceci afin de diminuer la phase d'induction et avoir 
une croissance qui dure 7 B 8 heures. 
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lo Evolutzon du potentd dans E'azote pur. 
Les experiences ont Bt6 faites, soit dans le milieu tel quel, soit dans le milieu renfer- 

mant O,OOl% de colorant universe1 de KZuyver2) constituB par un melange de bleu de 
Nil, bleu d'alizarine, Phenosafranine, Vert Janus et Rouge neutre (bio-catalyseur). 

a)  Experiences sans bio-catalyseur. - Le milieu non ensemencb, d6saer6 par Bbulli- 
tion et par passage d'azote pur pendant 1/4 d'heure, possAde un potentiel ma1 dBfini, 
variant de +0,236 B 0 volt, suivant le temps 6cou16 apres la sortie de l'autoclave et  le 
passage d'azote. Dans nos experiences il Btait le plus souvent de l'odre de + 0,145 v pH 6,6. 

Ensemence avec 2 om3 de bacteries prises pendant la phase logarithmique de cmis- 
sance, on observe immediatement une baisse brusque de potentiel qui descend jusqu'a 
+ 0,016 et m6me - 0,034 v pH 6,6, puis au bout d'une dizaine de minutes le potentiel 
remonte, pour redescendre brusquement, 2 ou 3 heures aprAs, pendant la phase d'induction 
avant que la phase logarithmique de la croissance commence, et 4 B 5 heures aprAs, on 
obtient la valeur minimum qui p u t  atteindre E, = - 0,274 v pH 5. I1 faut noter que le 
pH 6volue au cours de la croissance. Le bouillon est pH 6,8, au moment de l'ensemence- 
ment le pH tombe B 6,5, puis descend et se stabilise B la fin B pH 5. On constate, au cows 
de la baisse de potentiel, un point d'inflexion vers E, = - 0,050 v. Malheureusement, nous 
n'avons pas la valeur du pH B ce point, mais il doit 6tre de l'ordre de 6,2. 

La figure 1 donne deux exemples de Y6volution du potentiel dans l'azote pur en 
fonction du temps et  du developpement des bacteries. 

b) Experiences avec bio-catalyseur. - Le potentiel obtenu est plus stable, il atteint 
une valeur plus basse que ci-dessus, mais du mbme ordre de grandeur. En outre, si Yon 
ajoute le biocatalyseur au moment oh le potentiel est de l'ordre de - 0,100 v, on observe 
une remonth du potentiel Q une valeur voisine de - 0,050 v. 

l) Hewitt, Biochem. J. 24, 512 (1930). 
2, Kluyver, Enzymol. I, 1 (1936). 
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Fig. 1. 
+ + + + + Evolution du pH . ---_- Courbe de croissance. 

Evolution du Eh en mv dans N, pur ensemenc6 3 cm3 bact6ries. 

+250 t 

Fig. 2. 

Temps (heurea1 
I I ,  

0 1 2 3 4 5 6 7  
Evolution du Eh dans un milieu+ Biocatalyseur en fonction du temps. 
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2O Essais de stabilisation d u  potentiel a des niveaux diffkrents. 
Les experiences ont 6te faites en envoyant, aussitat aprks l'ensemencement (2 om3 

dans 35 cm3 de milieu), un melange en proportions variables d'azote et d'oxygkne. Un 
melange B 70/, d'oxyghe donne un potentiel se stabilisant B E, = +0,219 v pH 6,8. 11 
n'y a pas de croissance. Avec 3,5% d'oxygbne, on a une stabilisation B E, = + 0,156 v PH 6,8. 
I1 n'y a pas de croissance. Avec l,4% d'oxygbne, on a une stabilisation Eh = + 0,116 V 

pE 6,8, et on observe la croissance des bacteries. Dks que cette croissance est commenc&, 
le potentiel s'abaisse et atteint rapidement Eh = - 0,224 v pH 5,2. A ce moment, les 
bacteries supportent un taux d'oxygbne plus eleve (Figure 3). 
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Eh 
mv 

+ 250 

+ 750 

+ 79 

+ 50 

0 

-50 
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Fig. 3. 
Evolution du E, aprhs ensemencement avec differentes quantites d'O, dam N, pur. 

3O Potentiel d'arrgt e n  fonction de la puantite' de bactkries. 
Les experiences ont BtB conduites de la fapon suivante: on ensemence 35 cm3 du 

milieu avec 2 cm3 de culture, puis on fait passer l'azote pur. On suit alors la croissance 
B l'blectrophotombtre, puis, B different5 stades de la croissance, durant la phase logarith- 
mique, on envoie un melange air + azote, dont on rkgle l'arrivk de fapon B bloquer le 
developpement. On mesure alors le potentiel correspondant A cet arrM de la croissance. 
La determination de ce potentiel est assez delicate. I1 est en effet impossible de saisir de 
fapon precise le moment exact oh cesse la croissance. Le mieux est de determiner la valeur 
du potentiel pour lequel la croissance est trks ralentie, et la valeur du potentiel pour 
lequel il n'y a nettement plus de croissance, et de prendre la moyenne entre ces deux va- 
leurs (ce sont ces deux valeurs qui sont reunies par une droite horizontale dans la courbe 
de la figure 4), les determinations se faisant B 5 minutes d'intervalle. I1 est possible ainsi 
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de dbterminer la courbe reprbsentant le potentiel d'arr6t en fonction de la quantite de 
bactbries. On voit qu'il est d'autant plus 6 1 ~ ~ 6  que la quantit6 de bacthies est plus grande 
(figure 4, courbe Nn l), les variations &ant de E, = + 0,130 v L pH 6,3 L E, = + 0,180 a 
PH 632. 

125 

100 

75- 

50 

3 0 -  
25 

10 
5 -  

1164 * 

* 
- 

5 
E 

5 
U 

5 
2 

i 

.4 
8 
-8 
:9! 

-$ 
C ,s 
2 
L 
5 

- 

Potentiels limites 
en me. 

'- 

Otso i s 0  +roo +130 i l 5 O i 1 6 5 '  +2bO 

Fig. 4. 
___ 
--- 2) H H H x + 5  cm3 d'extrait )) D P H 

1) Potentiels limites des Bactbries normales en fonction du nombre. 
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40 Influence des prodlczts secre'tds par les baete'ries sur la valeur du potentiel d'arr&t. 

Nous avions remarque qu'au moment de l'ensemencement, il y avait une baisse de 
potentiel d'autant plus grande que les bactkries Btaient plus jeunes. La question se posait 
de savoir si les substances rbductrices apportbs avec la semence ne seraient pas respon- 
sables de cette baisse brusque, et d'ailleurs temporaire. Dans les premihs experiences 
destin6es L rbsoudre cette question, nous centrifugions les cultures, ou les filtrions sur 
bougie Chamberlan, sans autre prbcaution. Dans ces conditions, le liquide priv6 de cellules 
n'avait aucun effet s u r  le potentiel. Nous avons alors centrifuge les bact6ries dans un 
milieu privk d'oxygitne, c'est-&-dire simplement dans le tube oh elles ont poussb, puis 
ouvert avec precaution ce tube et prBlev6 le liquide imm6diatement. 5 cm3 d'extrait 
faisaient alors passer brusquement le potentiel de E,, = + 0,100 v pH 6,4 L E, = - 0,074 
v pH 6,4. Get extrait est trits sensible L l'action de l'oxyghe : le simple fait de l'agiter L 
l'air, avant de l'ajouter au milieu, l'oxyde, et on ne constate plus aucune baisse de potentiel. 
On ne peut l'obtenir que dans des cultures jeunes, de 4 ou 5 heures, e t  le plus actif se 
rencontre dans les cultures arrivbs B la derniitre partie de la phase logarithmique, juste 
avant la phase d'accklkration nkgative. 
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L’influence de l’extrait sur le potentiek est nette. Si Yon ajoute, au moment oh 
dans les exp6riences du paragraphe 3 on envoie le melange gazeux destin6 arr6ter la 
croissance, 5 cm3 d‘extrait, on s’apergoit que les bacteries peuvent se d6velopper pour un 
m6me nombre de bacthies et un m6me pH B un potentiel plus eleve que dans les ex- 
periences oh l’on n’ajoute pas d’extrait. La courbe No 2 de la figure 4, qui traduit les re- 
sdtats expbrimentaux, montre que cette influence de l’extrait est d’autant plus consi- 
derable que la quantite de bacteries est rnoins 61ev6e, et qu’il n’a plus d’action si le nombre 
de bact6ries est suffisant, vraisemblablement parce que ces bactkries, en poussant, ont 
elles-rn6mes form6 dans le milieu de culture une quantit6 suffisante de la ou des substances 
actives. 

Cet extrait active la croissance des bacteries et p u t  diminuer la durQ de la phase 
stationnaire et de la phase d’induction. 

50 Potentiel d‘arr&t obtenu avec les baete’ries se’pare‘es du malieu ou dies ont pousse‘. 
Le culot de centrifugation d‘une culture dans le vide est mis en suspension dans un 

milieu de culture sterile, desaer6, en volume 6gal a celui de la culture primitive. 2 cm3 de 
la suspension de bac06ries ainsi obtenue servent B ensemencer 35 cm3 du milieu d‘exp6- 
rience. On n’observe jamais, au moment de l’ensemencement, la baisse de potentiel dC- 
crite prec6demment qui doit donc 6tre attribuee, uniquement, aux substances formQs 
par les bact6ries en croissance. D’autre part, le depart de la croissance dans le milieu est 
retard&. En outre, lorsque Yon determine le potentiel d’arrbt comme prkc6demment, on 
constate qu’il est, pour une m6me quantit6 de bactbries et un mbme pH,  decal6 vers des 
potentiels moins Blev6s (courbe No 3, figure 4). 

DISCUSSION 

Tout d’abord une remarque s’impose, sur laquelle Broh-Kahn 
et Mirskyl  ont insist&: le fait, signale par Michaeliis, que l’introduc- 
tion d’une Blectrode de platine brillant dans un milieu de culture, en 
presence d’oxygbne, introduit des conditions nouvelles qui aboutissent 
B une Blevation du potentiel. Par suite, on peut se poser la question de 
savoir quelle est la valeur du potentiel en l’absence d’electrode. 

Quant B l’introduction de colorants, en presence d’oxyghe, elle 
peut Bgalement amener des perturbations. Ces colorants, en effet, 
constituent des transporteurs d’hydrogbne, ils catalysent les deshydro- 
genations et favorisent la fixation de l’hydroghne sur l’oxygbne. 
On determine alors, par le procede des colorants, un potentiel d’arret 
different de celui qui existe sans colorant. 

D’autre part, il faut aussi considBrer que ce que l’on mesure est 
un potentiel exterieur B la cellule bacthrienne, et jusqu’ici nous 
n’avons aucune indication en ce qui concerne le potentiel Bi l’interieur 
m6me de ces cellules. 

Dans plusieurs travaux, des essais ont Bt6 tent& pour tarnponner, en milieu ana6- 
robie, B un potentiel determine, des milieux. En particulier dans le travail de Plotz et 
GkZoso2) sur le bacille tbtanique, on employait le bleu de cresyle E,’= + 0,032 v A pH 7, et 
Yon observait une croissance, d’oh la conclusion que le bacille poussait B Eo’= + 0,032 
v pH 7, le colorant ayant 6t6 mis en quantit6 telle qu’il n’6tait pas d6color6. Dans les 
exp6riences de K n a y s i  et Dutky3) on ajoutait de l’hexacyanoferrate(II1) de potassium 

l) Broh-Kahn et Mirsky, J. Bact. 35, 455 (1938). 
2, Plotz et Ge‘loso. Ann. Inst. Pasteur 45, 613 (1930). 
3, K n a y s i  et D u t k y ,  J. Bact. 31, 137 (1936). 
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aux concentrations de 0,0025 M, 0,001 M et 0,005 M, on ensemenqait avec 0 cm3,1 de C U ~ .  
ture 20 cm3 de milieu, et ]’on faisait le vide. On avait donc un potentiel de + 0,380 v pH 7 
et la croissance avait lieu. Mais dans ce cas, l’hexacyanoferrate(II1) Btait reduit d b  le 
debut de la croissance, et le potentiel descendait rapidement Q des valeurs negatives, 
Mais ce que les auteurs ont observe, et qui concerne le milieu exterieur, est-il valable POUF 
la bactkrie elle-mhme, et peut-il &re compare avec ce que l’on observe pour l’oxygirne ? 
L’oxygkne, en effet, doit avoir la possibilit6 de p6netrer B I’int6rieur des bacteries, Ic bleu 
de cresyle et l’hexacyanoferrate(II1) ont-ils la m6me propriet6 9 On sait dejQ, d‘aprks 
Guillermondl), que pour la levure le bleu de cresyle se comporte ainsi: pour les pH sup6- 
rieurs 85,P5,6, le colorant s’accumule dam les vacuoles, pour les pE inferieurs Q5,&-5,6, 
il n’y a presque pas de colorant absorb& Or, nous avons constat6, dam nos experiences 
avec une culture de 24 heures de C1. Saccharobutyricum, que lors de l’ensemencement en 
masse (5 cm3 pour 30 cm3), le pH du milieu prenait une valeur de 5,5 environ, pour s’abais- 
ser, d&s la croissance, B 5,2. I1 est donc peu probable qu’une quantite importante de bleu 
de cresyle ait p6n6tr6 dans les bacteries. Nous avons essay6 de pousser plus loin nos re- 
cherches dans ce sem. On ensemenpait des tubes contenant 1%, l,6Y0, 2% de bleu de 
cresyle, ces concentrations fortes &ant necessaires pour que les tube’s ne soient pas decolo- 
res, et l’on ensemenpait 5 cm3 du milieu color6 avec 0 cm3, 5 de C1. Saccharobutyricum 
trhs actif. 24 heures aprAs, les bacteries ayant pouss6, les tubes B l,6% et 2% ne sont pas 
d6color6s. On centrifuge alors, et on lave les bacteries avec une solution neutre de NaCl a 
go/,,. Malheureusement, pendant la croissance, le colorant precipite et agglutine les micro- 
bes. I1 faut donc ensuite filtrer B travers un papier filtre pour &parer les bacteries non 
fixbes sur les parcelles de colorant. Elles sont peu nombreuses, mais incolores aprk lavage. 
I1 semblerait donc que tout au plus le colorant se fixe B l’exterieur des clostridies et ne 
penn8tre pas B l’int6rieur de celles-ci. Les msmes experiences ont 6t6 faites avec l’hexacyano- 
ferrate(II1). Ici, l’hexacyanoferrate(II1) a Bt6, dans les tubes oh les cultures furent po- 
sitives, reduit en hexacyanoferrate(I1). Les bactkries, centrifugks et lavks, n’ont pas 
donne la reaction du bleu de prusse, alors que les substances organiques inertes du 
bouillon Btaient nettement color6es en bleu. L’hexacyanoferrate(I1) n’a donc pas penetre 
dans les cellules. I1 est donc raisonnable de penser que l’on ne peut tirer aucune conclusion 
des mesures effectuees soit Q l’aide d761ectrodes, soit B l‘aide des colorants, en ce qui con- 
cerne le potentiel d’oxydo-r6duction B l’interieur des cellules et des variations qu’il peut 
subir. 

Ces reserves faites, il reste, dune part, que si on envoie, immtkliatement aprb  l’en- 
Remencement, un courant d’oxyghe, le potentiel limite superieur permettant la croissance 
des bacteries est de E,= + 0,116 v B pH 6,8 environ, valeur analogue Q celle trouv6e d6jB 
par d’autres auteurs (Fildes2), Knight et F1;Edes3), Kliger et Guggenheim4), Vennesland et 
Hankes), Hanke et Katzs)). Cette valeur se retrouve dans nos experiences en milieu solide 
renfermant le l-naphtol-2-sulfonate-indo-2,6-dichloroph6nol, oh nous avons eu une CO- 

lonie B E,’= + 0,123 v a pH 7; d‘autre part, qu’un point $inflexion se rencontre Q - 0,050 v, 
et qui est de l‘ordre du potentiel d‘arrht aignal6 autrefois par Aubel et Aubertin’) 
- 0,060 v pH 7. I1 s’agissait alors d’experiences faites en milieu solide, en presence de colo- 
rants, dans des tubes ne renfermant que 4 ou 5 colonies, alors que les expbriences faites 
dans le present memoire et qui donnent une valeur limite de + 0,123 v pH 7 renfermaient 
un tr& grand nombre de colonies, non confluentes pourtant. Cette diff6rence dans la quan- 
tit6 de colonies explique la contradiction apparente des valeurs du potentiel d’ardt, nous 

1) Guillermnd, Ann. Ferm. 5,  449 (1939). 
z, Fildes, Brit. J. Path. Bact. 10, 151 (1929). 
3) Knight et Fildes, Biochem. J. 24, 1496 (1930). 
4) Kliger et Guggenheim, J. Bact. 35, 141 (1938). 
5) Venneshnd et Hanke, J. Bact. 39, 139 (1940). 
6) Hanke et Katz, Arch. Bioch. 2, 185 (1943). 
7) Aubel et Aubertin, C .  r. SOC. Biol. 97, 1729 (1927). 
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le verrons plus loin, et  nous retiendrons que, aussi bien par la methode 6lectromBtrique 
que par la methode des colorants, on met, dam le milieu oh croissent les bactbries, en 
evidence l’existence d’un systhme B E,= - 0,050 v B - 0,060 v. Ce systkme, si le p ~ ,  
comme cela est possible, est de l’ordre de 6-6,5, serait L rapprocher de cehi que TVut-mser 
et Filittil) ont signal6 dans le suc de Lebedew et qui, dans ce dernier cas, est la protboflade. 

Revenons maintenant B la valeur E, = + 0,116 v B + 0,123 v pH 7 environ. Elle a 6th 
Btablie, nous l’avons vu, en envoyant l’oxyghe dam le milieu, d8s l’ensemencement (ou, 
ce qui revient au meme, en ensemenpant en milieu solide, en presence d’un colorant et 
d’oxyg&ne diffusant dans la g6lose). C’est une valeur obtenue avec des batteries qui, aussi 
bien dans nos experiences que dans celles des autres auteurs, sont dans la phase non pro- 
liferante, apportant avec elles des substances r6ductrices s6cr6t6es dans le milieu oh elles 
ont pouss6. I1 faut vraisemblablement d’ailleurs une quantit6 minimum de cellules qui n’a 
pas Bt6 d6terminQ pour avoir, dans les conditions exp&imentales, une culture positive. 
A ce sujet, nous avons quelques experiences indicatives dans ce sens. Nous avons essayk, 
dans une s6rie d‘expkriences, de garder un potentiel fixe en faisant varier la quantite 
d’oxyghe envoy6 dans le milieu dits l’ensemencement. Si Yon ensemence avec 1 om3 de 
culture dans 35 cm3 de milieu, il n’y a aucune croissance B E,= +0,136 v pH 6,4, si I’on 
ensemence avec 2 cm3, on a, au contraire, une bonne croissance. Mais il faudrait, pour 
avoir une certitude absolue, faire des experiences d’une duree de plus de 24 heures en sur- 
veillant constamment le potentiel, ce que nous n’avons pas fait. Nous nous sommes arr6t6s 
?I une dur& de 12 henres. En tous cas, le phenomkne observe est bien dans le sens voulu, 
et  l’on peut penser que le potentiel d’arr6t est fonction du volume de culture inocul6; 
nous disons volume de culture car, outre les bactkries, nous introduisons les substances 
reductrices secretees par celles-ci. 

Deji donc nous apparait le fait que les valeurs trouv&s sont contingentes, qu’elles 
dependent de la vitesse d‘arrivh de l’oxyghne et de la quantite du complexe batteries + 
substances s6cret6es. 

Ceci se confirme dans les experiences exposees en 3O, 4O et 5 O  du chapitre 11, et que 
les courbes 1, 2, 3, figure 4, r6sument. On y constate que le potentiel d’arrCt est d’autant 
plus 6lev6 que la quantite de bacteries est plus grande, que les bacteries auxquelles on a 
ajout4 du liquide de culture priv6 de bacteries et  renfermant les produits de secretion de 
ces bacteries supportent un potentiel plus Blev6 que les bacteries sans extrait. et  que, r6ci- 
proquement, les bacteries privees des substances s6cr6tQs ont un potentiel d’arr6t decal6 
vers les potentiels plus bas. En outre, les experiences sur les milieux solides en presence 
des colorants nous ont montr6 qu’une decoloration de la zone proche de l’air pr6cMe le 
developpement des bacteries qui arrivent ainsi B pousser trbs prits de la surface. 

I1 reste que, quelle que soit la quantite de bacteries et d‘extrait ajoutes, il est im- 
possible d’obtenir des cultures quand le potentiel depasse E, = + 0,180 v pH 6,2. Ce chiffre 
est B rapprocher de celui de KuneP), qui a trouv6 que dans un milieu anaerobic la crois- 
sance ne commence pr6cis6ment qu’B partir de E, = + 0,180 v. C’est prbcisement celui 
pour lequel, dans les experiences d’Engelhurdt sur l’effet Pasteur, la fermentation est 
bloquee 100%. 

L’ensemble de tous ces resultats nous semble s’expliquer ainsi: 
quand on envoie de l’oxygbne dans un milieu oh se trouvent des 
bactdries anaerobies, celles-ci d e n t  autour d’elles une zone de dB- 
fense formee par l’H, et les substances rdductrices qu’elles libbrent. 
Si la quantitd d’oxyghe est relativement faible, d’une part l’oxygbne 
est neutralisk, d’autre part il reste suffisamment d’hydrogbne et de 
metabolites necessaires aux synthbses, et la croissance se produit. Si 
la quantite d’oxygbne est trop forte, la zone de defense est forcee, 

l) Wumnser et 8. Filitti- Wurmaer, Enzymol. 4, 137 (1937). 
2, Kunel, Microb. 6, 254 (1937). Tirage 2. 
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tout l’hydroghne et les metabolites necessaires aux synth&ses sent 
oxydds, et les syntheses ne se produisant plus, la croissance devient 
impossible. En outre, cet oxygbne pen6trant B l’int8rieur des cellules 
inhibe certaines reactions du type de celle Btudiee par EngeRard et 
Sakov l), detruit partiellement ou totalement certains enzymes, entre 
autres les d6shydrogenases7 et Cree un potentiel incompatible avec les 
synthbses. Cette dernibre consideration : l’impossibilit6 oh sont les 
anaerobies de lutter contrc 1’816vation du potentiel, lorsque l’oxygbne 
a pBnBtrB B l’intkrieur de la cellule, a d6jh d’ailleurs hti! admise par 
Wurmser2), a la suite de consid6rations thboriques dans un travail sur 
l’blectroactivitt! dans la chimie des cellules. 

En dernibre analyse, le niveau d’oxydo-rt!duction au moment de 
l’arrbt est done determine par la competition entre l’oxygbne et les 
produits du mBtabolisme bact6rien. 

RI~SUMI~. 
lo C1. Saccharobutyricum et C1. Sporogenes cultives en presence 

de colorants indicateurs de potentiel d’oxydo-rBduction, en milieu 
solide oh l’oxygkne diffuse, peuvent croitre B un potentiel de l’ordre de 

2s Aussi bien dans les milieux solides que dans les milieux liquides, 
ils se dhfendent contre l’oxygbne en degageant des substances r6duc- 
trices, en quantit6 d’autant plus grande que les bactbries sont plus 
nombreuses. 

3 O  L’Btude de 1’6volution du potentiel par la methode Blectromk- 
trique, dans l’azote pur, montre que l’on peut obtenir une valeur 
minimum de Eh = - 0,274 v B pR 5 ,  avec, au cours de la baisse de 
potentiel, un point d’inflexion aux environs de Eh = - 0,050 v PH 6,2. 

40 Des essais de stabilisation du potentiel B des niveaux diff6- 
rents obtenus en envoyant des proportions vari8es d’un melange 
azote + oxygbne ont montre qu’avec 1’4 yo d’oxyghe on a une stabili- 
sation B Eh = + 0,116 v pH 6’8 et croissance des bactbries. 

5 O  La determination du potentiel d’arrbt en fonction de la quan- 
tit6 de bact6ries montre que ce potentiel est d’autant plus Blev6 que 
la quantitb de batteries est plus grande. 

6O Si l’on ajoute du milieu de culture dam lequel les bact6ries 
sont 8, la dernikre partie de la phase logarithmique de croissance, et 
que l’on a prive de bactkries par centrifugation B l’abri de l’air, le 
potentiel d’arrbt est plus eleve que dans les experiences t6moin. 

70 Si l’on s6pare les bact6ries du milieu oh  elles ont poussb, le po- 
tentiel d’arrbt est inf6rieur B celui obtenu dans les experiences tbmoin. 

8 0  La signification de ces resultats est discutke. 

Eo’= + 0,123 v B pH 7. 
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