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173. Nouvelles methodes de dosage de certains cations metalliques 
par G. Schwarzenbach. 

(15 VI 46) 

Ces mdthodesl) sont fonddes sur les propridtds de quelques acides 
amino-polycarboxyliques, specialement de l’acide nitrilo-triac6tiqut. 
X(CH,COOH)3, de l’acide uramile-diac6tiqueC,H30~N2-N(CH,COOHI, 
et de l’acide dthylbnediamine-tdtracdtique ( HOOCCH2),N-CH2CH2- 
N(CH,COOH),. Les anions de ces acides forment des complexes 
stables avec la plupart des cations mdtalliques, m6me aVec les 
alcalino-terreux, le lithium et le sodium. Cette formation de com- 
plexes peut &re utilisde pour le dosage volumetrique de ces mbtaus. 
Nous avons m i s  au  point trois modes d’emploi. La fin du titrage 
des deux premieres m6thodes est marqude par un effet de pH utilisant 
le &age d’un indicateur colord. Pour la troisibme mdthode, on utilise 
un indicateur donnant un compos6 color6 avec le cation a doser. 
Les cations suivants: Li, Mg, Ca, Sr, Ba, Zn, Hg, Cd, Cu, Fe, Co, Xi, 
Mn et Ce peuvent &re dosds a l’aide de ces mdthodes. Certains com- 
plexes du Co(II1) avec l’acide Bthylbnediamine-tc5tracdtique forment 
des pr6cipitc5s insolubles avec Pion potassium. Cette propridte peut 
&re utilis6e pour effectuer un dosage gravimdtrique, rolumdtrique 
ou colorim6trique du potassium. 

Zurich, Institut de Chimie de l’Universit4. 

174. Rdle de l’acide desoxy-ribonucleique hautement polym6ris6 dans 
le determinisme des caractbres h6reditaires des bact4ries. 

Signification pour la biochimie gbnerale de l’heredit6 
par Andre Boivin et Roger Vendrely. 

(26 V 46) 

Nous avons montr6 anthieurement 2, que les colibacilles peuvent 
exister sous de trhs nombreux types distincts: les types simultan4- 

1) Comparer a. Schwarzenbach, Schw. Ch. Z. 28, 181, 377 (1945); G. Schwurzezbuch, 
E .  Kampitech et R. Shiner, Helv. 28, 828,1133 (1945); 29, 364 (1946); G. Schwarzenbach, 
W .  Biedermann et F .  Bangerter, Helv. 29, 811 (1946). 

*) Boivin, Come et Lehoult, C. r. SOC. Biol. 136, 98, 257 et 432 (1942); 137, 42, 
138, 410 et 714 (1943); B1. Acad. MBd. 127, 95, 125 et 162 (1943); Rev. Immunol. 7, 97 
(1942). 
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ment presents dans la flore feeale diffhrent beaucoup de sujet a sujet’ 
et, chez un m6me sujet, d’une semaine Q l’autre ou mbme d’un jour 
a l’autre; tout porte h moire qu’il existe des centaines, voire des 
milliers de types de colibacilles. Chacun d’eux eat defini par le detail 
de ses propri6tes biochimiques (comportement a 1’8gard des divers 
sucres, des divers polyalcools, des divers acides amin&, etc.) et 
surtout par la possession d’un polysaccharide specifique particulier, 
caracteris6 tout i% la fois par son comportement serologique (precipi- 
tation par l’enticorps correspondant) et par sa constitution chimique 
(nature et proportions des sucres, des acides uroniques, des hexos- 
amines pouvant entrer dans sa composition). Dans l’ensemble de ces 
types, il semble possible de distinguer des groupes, dont chacun serait 
dBfini par la specificit6 propre des proteines constituant les germes. 
Mais c’est 18 une question qui demeure encore it 1’6tude dans notre 
laboratoire et l’inventaire de ces groupes, comme aussi bien celui 
des type8 renferm6s dans chaque groupe, reste h faire. Nous nous 
sommes pr6occupBs de rechercher les interactions possibles entre des 
colibacilles differents appeles h vivre cbte-h-cijte dans le m6me milieu 
nutritif et nous avons effect.uk, dans ce but, de multiples experiences 
depuis plusieurs anndes, experiences dont nous ne saurions rapporter 
ici le detail’). Au cours de ces etudes, nous avons rencontre un ph6no- 
mime de mutation dirig6e)): nous avons vu un colibacille imposer 
sa propre specificit6 et certaines au moins de sea propriBt6s biochimi- 
ques it un autre colibacille, voisin du premier (meme groupe), et 
vivant dans 10 m6me milieu que h i ;  nous avons pu preciser la nature 
desoxy-ribonucleique du principe inducteur en cause a). 

Depuis lea travaux de Chiffitk, on connaft la possibilit6, pour 
un pneumocoque, de subir une mutation dirigee et de changer de 
type. L’experience peut se realiser in aivo ou in vitro. Soient deux 
types de pneumocoques, que nous d6signerons par a et par b, dont 
chacun peut exister sous la forme smooth (a, et 8,) et sous la forme 
rough (R, et Rb)3). Si l’on vient a inoculer a l’animal R, vivant en 
m6me temps que Sb tu6 par la chaleur, ou si l’on vient a cultiver 
R, vivant en contact avec 8, tub par la chaleur, il arrive qu’on puisse 
isoler de l’animal ou de la culture Sb vivant. Le mbme resultat peut 
encore &re obtenu en cultivant R, en presence d’un extrait de Sb 
ne contenant aucun cadavre ou debris bactbriens. Une substance 

l )  Boivin, Delaunay, Vendrely et Lelioult, C .  r. 221, 718 (1945). 
*) Bokvin, Vendrely et Lehoult, C .  r. 221, 646 (1945); Exper. I, 334 (1945). 
a) On mit que le variante smooth (ou lisse), qui eat la forme normale de la bac- 

tArie, pos&de le plysaccharide camctkristique du type coneid6r6, alors que la variante 
rough (ou rugueuse), qui est une forme dbgrdbe, a perdu son polysaccharide. Le pas- 
sage spontsnb de S 8. R se voit fr$quemment, dans les vieilles cultures; au contraire. 
la &version apontanhe de R en S est chose tout B hi t  exceptionnelle; lorsqu’elle se pro- 
duit, elle redonne le type originel. 
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chimique issue de S, est donc en cause, pour d6clancher la mutation 
dirig6e. Au cours de travaux tout B fait remarquables, Auery et ses 
collaborateurs McCarty et MacLeod ont decouvert recemment la 
nature de cette substance inductrice : il s’agit d’acide d6soxy-ribo- 
nucl6ique dans un haut &tat de polymerisationl). 

Nos experiences ont port6 sur deux types de colibacilles retires 
des matibres f6cales de l’homme normal, que nous d6signerons par 
C, et C,. C, renferme un polysaccharide donnant la reaction des 
acides uroniques (naphtoresorcine) tandis que C, contient un glucide 
sans acide uronique et de tout autre spBcificit6 s6rologique (pas de 
precipitation crois6e entre les deux polysaccharides). Selon la rbgle 
valable pour les bacteries ccGmm negatif )), les glucides sp6ci- 
fiques ne se rencontrent que dans les formes lisses, oh ils existent 
en complexes glucido-lipido-polypeptidiques, d’ou on peut aisement 
les libbrer par chauffage en milieu faiblement acide (Boiuin et Mesro- 
beanu). Nous comptons revenir en detail, ultbrieurement, sur la cons- 
titution des polysaccharides de C, et C,. Or si l’on cultive, pendant 
quelques jours, C, rough dans un filtrat de culture sur bouillon de 
C, smooth, on obtient c6te-h-cdte beaucoup de germes repondant B 
C, rough et quelques-uns repondant a C, smooth; on les sbpare par 
l’artifice habitue1 de colonies isolees sur gelose; de m6me C, smooth, 
qui se transforme trbs aisement et de fagon spontanee en C, rough, 
conduit, dans les m6mes conditions, B un melange de C, smooth, 
C, rough et C, smooth; de meme enfin, C, rough mbne, quoique 
rarement, B C, smooth, ce qu’il ne fait pas spontan6ment. C, issu de 
C, presente les m6mes caractbres antigbniques que C, naturel: m6me 
polysaccharide B acides uroniques, precipitant sp6cifiquement et a 
haute dilution par l’anticorps valable contre C, smooth naturel eti 
ne prbcipitant pas avec l’anticorps correspondant a C, smooth. 

Des rbsultats identiques peuvent 6tre obtenus en substituant 
au filtrat de culture de C, smooth, du bouillon vierge auquel on 
ajoute un autolysat de C, smooth, st6rilis6 par filtration sur bougie. 

Cet autolysat se prepare comme suit. Cultiver les bact6ries sur g6lose pendant 18 
B 20 heures a 37O, les recueillir, les laver a.u serum physiologique par centrifugation, 
les mettre en suspension dans dix fois leurs poids de serum physiologique, ajouter quelques 
gouttes de toluhne, bien agiter, puis abandonner finalement pendant deux heures B la 
temperature ordinaire; cela fait, on centrifuge pour Bliminer les cadavres bacteriem. 
On obtient un liquide color6 en jaune par des corps flaviniques, qui se montre assez 
riche en matihres proteidiques pr6cipitables par l’acide trichloracetique. Le principe 
actif se retrouve dans la fraction nuclBoprot6idique qu’on peut prBcipiter ti pH 3,5. Par 
une sBrie de precipitations a ce pH, suivies de redissolutions vers pH 73-8, on parvient 
B se d6barrasser B peu prAs complbtement du complexe glucido-lipido-polypeptidiqhe 
specifique de C ,  que contenait en abondance l’autolysat brut (on suit la purification 

l) Awery, MacLmd et McCurty, J. exp. Med. 79,137 (1944); McCarty, J. exp. Med. 
81, 501 (1945); J. gen. Physiol. 29,123 (1946); McCurty et -4wery, J. exp. Med. 83, 89 et 97 
(1 946). 
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en recourant B des reactions de precipitation au moyen du serum d‘un lapin immunise 
contre ce complexe antigenique de Cl). Le principe actif se retrouve dans l’acide nucleique 
brut qu’on peut isoler de ce nuclhprot6ide par digestion pepsique prolong& pendant 
3 B 4 heures B la temperature ordinaire et a pH 2, suivie de precipitations fractionnks 
rep6tQs par l’alcool acidule (adjonction au liquide de digestion de 2 % 3 volumes d’alcool 
et acidulation nette par de l’acide chlorhydrique; operer L froid en ne maintenant le 
contact que juste le temps necessaire). Avant digestion, les preparations renferment 4 
B 6 fois plus de materiel proteique que d‘acide nucleique (dosage de l’azote total, du 
phosphore total et des bases puriques totales, celles-ci par la methode au cuivrel)). Aprbs 
digestion et precipitations fractionnhs par l’alcool, on se trouve en prbsence d‘acide 
nucleique impur, ou plus exactement d’un mblange d’acide ribonucleique et d’acide d6s- 
oxy-ribonuclbique impurs (on peut doser ces deux acides en recourant d’une part B l’6va- 
luation des purines totales et d’autre part % la methode de Dische L la diph6nylamine2), 
qui permet de connaitre l’acide B desoxy-ribose; quant B l’acide B ribose, on l’a par dif- 
ference et on peut en contraler l’ordre de grandeur par la methode de Bial-Mejbnuni 
B l’orcinea)). 

Voici les rdsultats que nous ont fournis trois Bchantillons actifs, 
obtenus par trois techniques de precipitations fractionndes un peu 
diffdrentes l’une de l’autre par les quantitks d’alcool et les quantitks 
d’acide mises en ceuvre: 

NO des Acide nuclbique total Rapport : 
dans 100 parties acide d6soxy-ribonucl6ique 

1) Vendrely et Sarciron, R1. SOC. Chim. biol. 26, 214 (1944). 
2, Dische, Mikroch. 8, 4 (1930). 
3) Mejbaum, 2. physiol. Ch. 258, 117 (1939). 
4, Fischer, Bottger et Lehmann-Echternacht, Z. physiol. Ch. 271, 246 (1941). 

prbparations de matibre 1 _ _ _ _ ~ _ _ _ ~  
acide nucleique total 

~ ~ _ _ _  
” 6  
N 8  
N 11 

0,69 
0,22 I 0,37 

58,7 
76,l 
59,O 
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voquer le phenomhe de la mutation dirig6e. Mais il suffit de prbci- 
piter la solution de cea nucleates par adjonction d’alcool, de laisser 
quelque temps en contact, de recueillir le precipite par centrifugation 
et de le redissoudre dans de l’eau stdrilisee, pour se mettre a l’abri 
des germes &rangers. 

Le passage de C, C, nbcessite bvidemment un certain remanie- 
ment de 1’6quipement enzymatique du colibacille, puisque C, 6labore 
un polysaccharide autre que celui de C,. Mais il semble bien que des 
modifications plus &endues d’bquipement enzymatique aient lieu : 
C, originel, C, issu de C, et C, font fermenter le glucose et le lactose, 
avec production d’acides; C, originel et C, issu de C, ne font pas 
fermenter le saccharose, m4me aprbs des passages rdpetbs sur des 
milieux contenant ce disaccharide (pas d’enzymes, m@me (( adapta- 
t i f a ,  pour l’attaque du saccharose), alors que C, le fait fermenter 
immbdiatement (intervention d’enzymes (( constitutifs )) au sens de 
Earslrom). La mutation de C, en C, s’accompagne d’une perte de 
l’enzyme nbcessaire pour l’attaque initiale du saccharose, de la 
saccharase, ainsi que nous avons pu le verifier directement, en 
recourant h des bacterjes tubes par le tolukne. 

Comme on le pense, nous avons cherchb a reproduire le m6me 
phenombne de mutation dirigee en sens inverse, c’est-&-dire a passer 
de C, rough h C, smooth, @ce Q un extrait de C, (nuclboprotdide 
ou acide nucleique). Nous avons, jusqu’h present, toujours bchoue 
dans nos tentatives r6p6t6es. Comment s’expliquer la chose? I1 
semble bien qu’il faille qu’un germe soit dans un &at de particulihe 
instabilite pour qu’une mutation dirigee puisse se produire, du moins 
awec quelque fre‘quence. Tel parait 4tre le cas de C, rough qui donne 
lieu h tout un (i spectre )) de variantes quant QI l’aspect de ses colonies; 
encore n’est-ce que l’une d’entre elles (variante a petites colonies) 
qui se montre capable de se transformer en C,. On a rencontrb des 
faits absolument comparables en ce qui concerne les pneumocoques. 
Mais il convient de noter que l’bchec d’une tentative de mutation 
dirigbe peut aaisemblablement tenir a d’autres causes qu’h un 
manque d’instabilit6 du germe sur lequel on ophre. Pour isoler l’acide 
nucleique des colibacilles, on ne peut malheureusement pas mettre en 
ceuvre une dissolution des germes par le d6soxy-cholate de sodium, 
comme on le fait dans le cas des pneumocoques d’Avery; il faut 
recourir a l’autolyse mbnag6e. Or, beaucoup de colibacilles s’auto- 
lysent ma1 ou encore ne conduisent qu’a de l’acide nuclbique degrade 
par les propres enzymes des batteries. Dans les cas lea plus favo- 
rables (C, par exemple), les pertes en acide nuclbique hautement poly- 
mbrisb sont certainement dnormes et sans doute faut-il attribuer a 
ce fait l’activitb relativement basse de nos preparations du principe 
inducteur nuclbique de C,: activite limitbe a des dilutions de quelques 
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centaines de milbiers de fois, alors que les preparations homologues 
d’Aver y se montrent agissantes jusqu% des dilutions atteignant plu- 
sieurs centaines de miZZions de foisl). 

Enfin, nous avons vBrifi6 que la substitution Q l’acide nuclbique 
de C, d’acides retirhs de trois autres colibacilles, du staphylocoque 
et de la rate de eheval ne donne aucun resultat. Ce n’est done pas 
un acide thymonuclBique quelconque, mais bien l’acide particulier 
contenu dans C, qui provoque le saut de C, B C,. 

I1 Btait intdressant de connaitre la richesse de C, smooth en acide 
thymonucl6ique. Pour le savoir, nous avons applique B ce germe, 
avec quelques modifications, la technique donnee recemment par 
Xchneider2) pour les tissus animaux. 

Notre mode op6ratoire a 6t6 le suivant, dans ses grandes lignes: enlhvement de 
1’~acido-soluble)) des germes (purines et pyrimidines libres, nuclhsides, nucl6otides) 
par l’acide trichlorac6tique froid, puis solubilisation - au prix d’une hydrolyse partielle 
qui ne gene pas les dosages - des deux acides nucl6iques par l‘acide trichlorac6tique 
chaud. Dam le second extrait trichlorac6tique, on dose les purines totales (bloc de deux 
acides nucl6iques) et les deux acides s6par6ment, selon Disehe et selon Bial-Mejbaum. 
En outre, on p u t  calculer la teneur approximative des germes en prot6ines, en admettant 
que tout l’azote non nucl6ique des bact6ries est prot6ique. Voici nos r6sultats: 

N total = 14,4 pour 100 parties de matibres bactkriennes dch6es. 
Proteines totales = 76,8 id. 
Acide nuclbique total = 13,l id. 
Bcide d6soxy-ribonuclbique = 4,4 id. 
Acide ribonucleique = 8,7 id. 
Rapport : 

acide d6soxy-ribonucl6ique = 0,34 
acide nuclbique total 

Une souche differente de colibacille (H2) et plusieurs autres 
espbces bactbriennes (bacille typhique, staphylocoque, etc.), Btudibes 
de mgme, nous ont donne des rBsultats fort analogues3). Le coli- 
bacille C, n’a done rien de particulier quant B sa teneur en produits 
nucleiques. 

I1 semble bien Btabli, maintenant, que la cellule bacterienne 
posshde un noyau (voir specialement lea recherches rhcentes de 
Robin0w4)) et par analogie avec lea cellules des 6tres supkrieurs, il y a 
tout lieu de penser que ce noyau renferme l’acide dBsoxy-ribonuclk- 
ique rBv& par l’analyse, tandis que l’acide ribonucleique se localise 
dans le cytoplasme. Le principe dhsoxy-ribonuclBique issu de C, et 
qui se montre capable d’imposer B C, une constitution moleculaire 
nouvelle pour son polysaccharide et un Bquipement enzymatique 

1) Boivin, Delaunay, Vendrely et Lehoutt, Exper. 2, 139 (1946). 
2, Sehneider, J. Riol. Chem. 161, 293 (1945). 
3, Vendrely et Lehoult, C. r. 222, 1357 (1946). 
4, Robinow, Proc. Roy. SOC. London (B) 130, 299 (1942); J. Hyg. 43, 413 (1944); 

Addendum au livre de Dubos, The Bacterial Cell (1 vol. 1945, Harvard Univ. Press)- 
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nouveau, ne rdsulte-t-il pas d’une simple solubilisation de l’appareil 
chromosomique de C, 1. L’hypothbse est fort vraisemblable. Si elle 
repond Q la r6alit6, elle ouvre des horizons tout Q fait nouveaux et 
combien prometteurs en ce qui concerne la, biochimie de l’hdrdditd. 
En particulier, c’est du c6tb de l’acide nuclbique et non plus de la 
prothine de la macromolbcule nucl6oprot6idique constituant un gene 
qu’il faudrait chercher la raison des propri6t6s spdciales a ce gene. 
Cela amenerait Q envisager la possibilitd d’une structure - structure 
(( primajre H ou plus waisemblablement structure (( secondaire B - 
susceptible de diffkrencier entre eux les divers acides nucl6iques Q 
d6soxy-ribose7 sous leur &at nature1 de polym6risation. 

I1 semble ainsi qu’on puisse attendre beaucoup de l’dtude du 
determinisme chimique des caracteres hkrbditaires chez les micro- 
organismes, pour la compr6hension des processus les plus g6n6raux 
et les plus fondamentaux de l’h6r6dit6. 

Service des Recherches 
de 1’Institut Pasteur, 

Immunologiques 
Garches-Paris. 

175. Le sort des aeides aminks lors de leur absorption 
par F. Leuthardt et B. Glasson. 

(15 VI 46) 

Les acides aminds, comme les sucres, sont absorb& par la veine 
porte. Par cons6quent, ils traversent le foie avant d’btre distribu6s 
dans les diff6rents tissus. D’autre part, le foie est Bgalement le siege 
de l’ur6ogenbse. Les acides amin6s constituent la source principale 
d’azote pour la formation de l’ur6e. Selon l’opinion courante, ils sont 
dBsamin6s dans les cellules hdpatiques elles-mbmes, l’ammoniaque 
lib6rde fournissant l’ur6e par le cycle de l’ornithine. Quel est, dans ces 
conditions, le sort des acides amin6s qui sont absorb& au niveau de 
l’intestin et qui entrent dans le foie par la veine porte 1 

Si les groupes cc-amin6s constituent le point de depart de l’ur6o- 
genkse hdpatique, il faut s’attendre Q ce que la production maximale 
d’ur6e coincide avec l’afflux maximal des amino-acides dans le foie et 
qu’une partie plus ou moins consid6rable de l’azote absorb6 soit 
transform6 en urBe au moment ou il traverse le foie. Plusieurs auteurs1) 

l) Folin, O., et Denis, W., J. Biol. Chem. I I, 77, 161 (1912); 12, 141 (1912); van 
Slyke, D. D., et Meyer, G. M.,  J. Biol. Chem. 16, 197 (1913); Folin, 0. et Berglund, H., 
J. Biol. Chem. 51, 395 (1922); Seth, T .  N .  et Luck, J. M., Biochem. J. 19, 366 (1925); 
Kiech, C., et Lwk, J. M., J. Biol. Chem. 94, 433 (1931); Terroine, E .  F., et Firdmnn, J., 
B1. SOC. Chim. biol. 19, 259 (1937). 




