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Micrococcus lysodeikticus a 6t6 d6crit par FLEMING 1 comme n ' a t t aquan t  ni la 
g61atine ni l 'ovalbumine coagul6e. En fait, les essais habituels sur la g61atine, l 'oval-  
bumine et le lait (culture des bact~ries en milieux liquides contenant ces substances et 
plac~es dans des tubes maintenus verticalement) ne permettent  de d6celer aucune 
activit6 prot6olytique de cet organisme. Mais si on utilise la technique de C. GORINI 2 
qui consiste ~ cultiver les organismes sur g~lose inclin6e clans un tube, et k introduire du 
lait sur la culture bien d6velopp6e, on constate la coagulation de la cas6ine, suivie de sa 
liqu6faction, ce qui met  en 6vidence un syst~me prot~olytique dans la culture; avec la 
m~me technique, en remplagant le lait pax la g~latine, on peut facilement observer la 
liquefaction de ceUe-ci. L'action de M. lysodeikticus sur la cas6ine peut ~tre observ~e de 
faqon paxticuli~rement nette en cultivant cette bact6rie sur plaque de bouillon g61os6 
additionn~ de 20% de lait: apr~s une vingtaine d'heures k 33 ° les colonies sont entour6es 
de halos transparents, dont le diam~tre s'accroit avec le temps, et qui correspondent 

la zone dans laquelle la cas~ine a 6t6 hydrolys6e. L'action prot6olytique de M. lysode- 
ikticus ne se manifeste donc que dans certaines conditions, k l '6tude desquelles est 
consacr6 le pr6sent travail. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

I. Techniques g~nZ, rales 

Bact~ries. La souche bact~rienne employ6e est une souche de M. lysodeikticus 
cultiv6e ~ paxtir de la souche originale de FLEMING. 

Milieux de culture. Les milieux utilis6s ici sont: soit un milieu liquide: peptone IO g, 
extrait  de viande LIEBIG 25 g, NaC1 5 g, eau de source I litre, PH ajust6 k 7.3 pax addition 
de sonde; soit ma milieu liquide glucos6: milieu pr6c~dent additionn~ de 0.8 % de glucose; 
soit un milieu solide, glucos~ ou non: Fun des milieux precedents additionn~ de 2.5 % 
d'agax; soit du lair ~cr6m6. 

Ces diff6rents milieux sont r~paxtis darts des r~cipients appropri6s, st~rilis6s et 
ensemenc~s dans les conditions habituelles. Dans quelques cas nous avons suivi l 'intensit6 
du d6veloppement des cultures en d6terminant le taux de croissance i~ = A log~ densit$ 
optique/heure, mesur6 au cours de la phase exponentielle ou en d6terminant le poids sec 
des bact6ries apr~s un temps donn6. 

* E n  mission de l ' I s t i tu to  Giuliana Ronzoni, Milano. 

Bibliographie p. 534. 



VOL. 5 ( X 9 5 0 )  PROTI~INASES DANS Micrococcus lysodeikticus 5z5 

Les valeurs de PH i n d i q  u ~ e s  dUllS les tableaux sont celles qui ont 6t~ mesur~es ~ la 
fin des l~riodes d'incubation. 

Mesure de l'activit~ prot~olytique. L'action prot~olytique de M .  lysodeikticus a 6t6 
~tudi~e ici sur la g~latine et sur le lair. La g61atine utilis6e est de la g61atine "pure 
d6min6ralis6e"*, 5 point iso61ectrique 4.7, r6sidu fixe apr~s combustion o.o5%. On en 
dissout 7 g dans une solution tampon de borate d'apr~s CLARK ET LUBBS pour avoir 
un volume total de IOO ml, le PH final de la solution de g61atine 6rant de 8.5. A eette 
solution on ajoute o.I g de thymol pour la conserver. La mesure de l'aetivit6 prot6o- 
lytique est faite soit duns le liquide de culture d6barrass~ des baet6ries par eentrifugation, 
soit dans le liquide de lavage de l'agar obtenu eomme il est dit plus loin, et dont le 
volume total est toujours ramen6 ~ 8o ml. Les essais sont faits en m~langeant 5 ml de 
la solution de g61atine, I ml du liquide ~ ~tudier, x ml (x < I) d'une solution d'un 
r6aetif 6ventuel, I - - X  ml de solution tampon de borate h PH 8.5, le tout 6tant maintenu 
un temps donn~ ~ 26 °. La prot6olyse est mesur~ le plus souvent par viscosim6trie; les 
mesures sont faites ~ l'aide d'un viscosim~tre d'OSTWALD ~t 35 °. La variation relative F Vo-- Vt 
de la viscosit~ devrait th6oriquement ~tre donn6e par la formule F '  t - -  O(1 

vo 
Vo et Vt sont les vitesses d'6coulement aux temps o et t respectivement. En fait, nous 

(Tt - -  To)" Ioo 
utilisons la formule 6quivalente Ft -- dans laquelle les temps d'dcoule- 

Tt 
ment T sont mesur~s en secondes, apr~s les temps t mesur~s en minutes. La valeur 
de To est fournie par une solution dont t 'enzyme a 6t~ pr~alablement d~truit par maintien 
Io minutes ~ xoo °. Le signe - -  et le facteur Ioo permettent d'exprimer les r~sultats par 
des valeurs positives et sans d~cimales. 

i ro I~ 
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Fig. x. Comparaison entre lea r6sultats donn~s par Ies mesures de l'activit6 de la prot~inase, soit par 
la m~thode de VAN SLY~E, soit par viscosim6trie. 

Hydrolyse de la g61atine en fonction du temps &action de l'enzyme et de la quantit6 d'enzyme. 
Teml~rature a6 °. tampon borate PH 8.5- 
Couvbe I: Temps &action t heure; m~thode de VAN SLVKE 
Co~vbe II: Temps d'action x8 heurea; m6thode de VaN SLYKS 
CouvbelII: Temps d'action ~o minutes; viscosim6trie 
Couvbe I V: Temps &action ~8 heurea; viscosim~trie 
* ROUSSI~LOT, Ps~is.  
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I1 ne nous est pas possible de discuter ici comment la diminution de la viscosit6 
d'une solution de g61atine est like au degr6 de son hydrolyse; de toute fa~on, il ne s'agit 
pas ici d'une fonction simple. On dolt donc 6carter toute possibilit6 de calcul bas6 sur 
une proportionnalit6, m~me approch6e. Remarquons seulement qu'une hydrolyse trop 
faible pour ~tre d6cel6e avec nettet6 par la lib6ration de groupes NH 2 est accompagn6e 
d6jb. d'une chute notable de la viscosit6. Ce ph6nom~ne est donc tr~s commode pour 
mettre rapidement et sfirement en 6vidence une action prot6olytique. En outre, la chute 
de la viscosit6 est pratiquement ind~pendante de l'action 6ventuelle d'enzymes autres 
que les prot6inases et capables de lib6rer ou de d6truire des groupes NH 2 (Fig. I). La 
mesure de la chute totale de la viscosit6, mesure qui n'a pas d'int6r~t dans le cas d'acti- 
r i tes  enzymatiques assez grandes, donne donc des indications utiles dans le cas d'acti- 
vit~s enzymatiques faibles, qu'il serait impossible de d6celer autrement. 

Les courbes de la Fig. I obtenues dans les conditions d6crites plus haut, montrent 
comment varie la viscosit~ d'une solution de g61atine avec le nombre de NH 2 lib6r6s par 
la prot6inase de M. lysodeikticus. 

II.  Conditions/avorables d la presence du syst~me prot~olytique dans les milieux de culture 
L'activit6 prot~olytique des cultures de M. lysodeikticus ne se manifeste que lorsque 

les bact6ries se sont d6velopp6es dans des conditions bien d6termin6es: temp6rature, 
Pn, a&obiose, composition du milieu, temps d'incubation. Des observations pr61iminaires 
nous avaient montr6 que dans des cultures de M. lysodeikticus sur bouillon g61os6 (80 rrd 
r~partis sur 2oo cm ~ dans des bouteilles de Roux), k 33 °, il apparMt une prot~inase qui 
se trouve en pattie dans le liquide de condensation en contact avec les celIules bact6- 
riennes, et en partie dans l'agar. La totalitd de cette protdinase est facilement extraite 
par trois lavages successifs de la surface de l'agar, h l'eau distill6e (25 ml chaque lois, 
les eaux de lavage 6tant r~unies et leur volume compl6t6 ~ 8o ml), les bact6ries 6tant 
61imin6es par centrifugation. Nous avons recherch6 les conditions les meilleures pour 
la production de la prot~inase en question. 

A. Influence de la temperature 
Les bact~ries sont cultiv~es en a6robiose sur bouiUon g61os6 (80 ml r6partis sur 

200 cm 2, dans des bouteilles de Roox) aux temperatures et pendant les temps indiqu~s 
dans le Tableau I. L'influence de la temp&ature ressort des chiffres de ce tableau. 

T A B L E A U  I 
I N F L U E N C E  D E  L A  T E M p I ~ R A T U R E  

Cul ture  en  a~robiose:  bouil lon g~los~ s ans  glucose 
Act iv i t~  de  pro t~inase  expr im6e  pa r  FI~ 

Age de la cu l tu re  
(heures) 26° 33° 

PH 
24 

F t s  

PH 
48 

F15 

T a u x  de cro issance:  
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Ces chiffres montrent que: I. La production de prot6inase est d 'autant plus grande 
que la temperature est plus basse, au moins jusqu'~ 26°; il n 'a pas ~t6 possible de des- 
cendre au-dessous de cette tempdrature, car la croissance des bactdries etit ~t~ inhib6e. 
2. La croissance des bact~ries, caract~ris~e par le taux de croissance augmente au con- 
traire avec la temperature, entre 26 et 37°; l 'accumulation de la prot6inase dans le 
milieu, ramende "~ une m~me quantit6 de cellules bact~riennes, crolt donc encore plus 
que ne r indiquent  les chiffres bruts du tableau, quand la temp6rature baisse. 3. Les 
variations de PH observ~es aux diverses temperatures et aux divers temps sont ici trop 
faibles pour jouer autr.e chose qu'un r61e secondaire; le PH des cultures augmente 
16g6rement avec le temps, et ce d 'autant  plus "cite que les cultures se d~veloppent plus 
rapidement ; c'est-k-dire que le PH croit, apr6s 24 heures et surtout apr6s 48 heures, avec 
la temp6rature; n6anmoins, il apparalt qu't~ 26 °, apr~s 48 heures et ~ Pa 8.4, il y a 
consid~rablement plus de prot6inase qu'au m~me PH apr~s 24 h ~ 37 °, ou qu'tl PH 9 .o 
apr+s 48 h t t  37 °. 

B. In/luence du temps d'incubation et du Pn 

Les cultures de M. lysodeikticus se d6veloppant sur bouillon g61osd ou en bouillon 
liquide, alcalinisent notablement le milieu, le Pn passant, en 2 ~ 4 jours selon la tempera- 
ture, de 7.3 ~ environ 9.5. Pour ~viter autant  que possible des changements trop grands 
du PH au cours de la croissance, nous n'avons pas utilis~ les syst~mes tampons habituels: 
ceux-ci sont en effet susceptibles d'agir ici autrement que par la concentration en ions H + 
qu'ils ddterminent : les phosphates ont une action inhibitrice, aux Pa sup~rieurs ~ 7, due, 
comme on le verra plus loin, ~ ce qu'ils fixent le calcium indispensable au fonctionnement 
et ~ la stabilit6 de la protdinase; le citrate pr6sente une action inhibitrice tr~s nette due 

la m~me raison, en outre, le citrate est rapidement m6tabolis~ par M. lysodeikticus; 
quant au v6ronal, au borate, etc., nous les avons deart6s pour ne pas introduire dans le 
milieu des substances 6ventuellement toxiques. Nous avons employ6 l'artifice suivant: 
M. lysodeikticus m6tabolise le glucose en formant des aeides; il en r~sulte que l'addition 
de glucose au bouillon permet  dans une certaine mesure de contreearrer ralcalinisation 
du milieu et d'obtenir, pour des concentrations en glucose d6terrnin~s, et k des temps 
de d6veloppement donn6s, des PH d6finis. Disons tout de suite qu'une quantit6 de glucose 
teUe que le Prt tombe nettement en-dessous de 7 supprime toute pr6sence de la prot6inase 
dans le milieu de culture. Les chiffres des Tableaux II  et I I I  montrent que la quantit6 

T A B L E A U  I I  
I N F L U E N C E  D U  G L U C O S E  

Cul tu re  en  adrobiose:  boui l lon gdlosd, glucosd ou non  
T e m p d r a t u r e  d ' i n c u b a t i o n  : 26 ° 
Act iv i t6  de p ro td iuase  expr imde  pa r  F m 

Age de la cu l tu re  
(heures) 

PH 
24 

PH 
72 

F,o 

Concentration en glucose (%) 

o 0.04 

7.7 7-5 

35 38 

8.9 8.9 

ioo  95 

0.4 

7.4 

• 3 8 

8.5 

I I O  

o.8 

7.3 

33 

8.I 

x4 o 
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maximum de prot6inase dans le milieu est obtenue apr~s 3 jours d ' incubation h 26 ° en 
presence de 0.8% de glucose, en a6robiose, le pa  6tant alors voisin de 8. L'ensemble de 
ces faits correspond ~t l'instabilit6 de l 'enzyme isol6e des cellules aux PH 61oign6s de 8. 

TABLEAU III  
INFLUENCE DU TEMPS 

Culture en a6robiose: bouillon g~los~ glucos6 ~ 0.8°/o 
Temt~rature d'incubation: 26 ° 
PH ~ la fin de chaque p~riode, compris entre 8.o et 8.2 
Activit~ de prot~inase exprim~e par FI0 
P = poids total (rag) des bact~ries dans chaque essai 

Age de la 
culture P Fro 
(jours) 

I6I 

41X 

5OO 

533 

33 

13o 

14o 

ioo 

C. Influence de l'a~ration 

Avant  d'6tudier l'influence de l 'a~ration des milieux de culture sur la quantit6 de 
prot6inase pr6sente, nous avons constat6 que, dans des cultures sur milieu solide, cette 
quantit6 est ind6pendante de l 'agent de g61ification utilis6 (m6thyl-cellulose, carboxy- 
m6thyl-cellulose, agar, g61atine). Le Tableau IVa indique ~t ti tre d'exemple les r6sultats 
fournis par des cultures sur agar et sur g61atine. D'autre  part ,  en ce qui concerne les 
cultures sur milieu g61atineux, nous avons fait l 'exp6rience suivante: ce milieu, encore 
solide ~t 22 °, est liquide ~t 28°; les bact6ries sont ensemenc6es et maintenues 3 jours dans 
80 ml du milieu g61atin6 liquide ~t 28 °, dans des bouteilles de R o u x  plac6es verticalement. 
Au bout de ce temps, on constate qu' i l  n 'y  a eu aucune prot6olyse notable, car en refroi- 
dissant le milieu ~t 20 °, il se solidifie rapidement.  Les bouteilles ayant  6t6 maintenant  
dispos~es horizontalement puis refroidies h 20 °, on continue l ' incubation k 22 ° au lieu 
de 28°; ~ cette temp6rature, le milieu devient solide. On retourne alors les bouteilles 
comme d'habitude, de telle sorte que le milieu soit h la partie sup6rieure. Au cours de 
l ' incubation ~ 22 ° et sous l 'action de la prot6inase bact6rienne qui se forme alors, le 
milieu se liqu6fie peu k peu et coule k la pattie inf6rieure. Apr~s 3 jours, tout  est liqu6fi6 
et rien ne peut plus ~tre solidifi6 par refroidissement m6me ~ IO °. 

Les exp6riences concernant l'influence de l'a6ration sont faites avec les milieux 
liquides suivants: lait, bouillon glucos6 additionn6 de lO% de g61atine, bouillon glucos6 
seul. Ces diff6rents milieux sont dispos6s soit en couche mince, soit en volume profond, 
ou bien ils sont agit6s soit en pr6sence d'azote soit en pr6sence d'air:  

Lair. Les cultures en couche mince (25 ml de lait r6partis sur une surface de 200 cm 2) 
montrent  apr~s 2 jours ~t 26 ° une hydrolyse nette du lait, qui brunit et devient trans- 
parent;  dans les cultures en couche 6paisse (7 cm de profondeur), au contraire, le lait 
reste inchang6 apr6s 15 jours et davantage, quoique les bact6ries s 'y  soient visiblement 
d6velopp~es. 
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Bouillon glucost gtlatin2. Trois tubes d'environ 60 ml, ferm~s, du module ddcrit 
ant6rieurement 8 contiennent 30 ml de bouillon glucos6 g61atind; apr~s ensemencement, 
ils sont agit6s au thermostat ~ 28 ° pendant 5 jours, chacun d'eux renfermant un type 
diff6rent d'atmosph~re. On observe tous les  jours leur comportement apr~s maintien 
pendant 30 minutes ~t 15 ° et b. 23 °. A partir du troisi6me jour, ce comportement, indiqud 
dans le Tableau IVb, reste constant. Des repiquages montrent  qu'apr~s 5 jours, les 
bact6ries ont gard6 leur vitalit6 dans chacun des tubes. Les r6sultats obtenus montrent 
nettement que la prot~olyse de la g61atine n'a lieu que lorsque la culture est suffisamment 
a6r~e. 

Bouillon glucosL Le bouillon est soit rdparti dans des bouteilles de Roux  ~ raison 
de 25 ml par 200 cm" (couche mince), soit plac6 dans des tubes ~ essais ayant  alors une 
protondeur de 7 cm (culture profonde); soit introduit dans un tube agit6 comme dans 
le cas pr~6dent ,  en presence d'air libre. Les r6sultats, qui se passent de commentaires, 
sont donn~s par le Tableau IVc. 

T A B L E A U  IV 
INFLUENCE DE L'A~RATION 

Concentration du glucose" 0.80/o Tempdrature d'incubation: 26 ° 
Durde d ' incuba t ion  : 3 jours Activi td de protdinase exprimde par  F2o et  Ftota I 

PH 

Ft0 

Ftotal 

a. Milieux solides 

gdlosd ~t gdlatind ~t 
2.5% Io% 

8.0 8.o 

I4o 78 

230 200 

b. Milieu l iquide gdlatind agitd dans :  

Azote [ Air  confind Air libre I 

PH 

Consistance du milieu apr~s 
refroidissement  b.: 

15 ° 

23 ° 

Croissance bactdrienne : 

PH 

F~ 

Ftotal 

7.3 7.9 

t 

solide solide 

solide liquide 

+ + +  

profond 

7.3 

o 

o 

c. Milieu l iquide 

en couche 
mince  

7.8 

43 

IOO 

7-9 

l iquide 

liquide 

+ +  

agitd 

7.8 

63 

23o 
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L'ensemble des donn6es exp6rimentales prdc6dentes montre que les conditions 
optimum pour obtenir la prot6inase de M. lysodeikticus sont: une tempdrature de 26 °, 
un PH maintenu aux environs de 8 par addition de 0.8 % de glucose, un temps d'incubation 
de 3 jours et surtout une adrobiose aussi bonne que possible, cette derni~re condition 
s 'obtenant commod6ment par remploi de cultures k la surface d'un bouillon gdlosd. 

I l L  Substances S' Olbposant d la presence de la prot~inase clans les cultures de M. lysodeikticus 

Lorsque les conditions prdc6dentes, particuli~rement favorables ~ l 'accumulation 
de la prot6inase dans les milieux de culture de M. lysodeikticus, sont remplies, il est 
possible de supprimerpratiquement cette accumulation paraddition all milieu de diverses 
substances qui, d 'autre part, n'exercent aucune action toxique sur les bactdries, ou qui 
m~me favorisent leur croissance. Ces substances sont les suivantes: phosphates, citrates, 
oxalates, et dans certaines conditions, glucose. Les d6tails et les r~sultats des experiences 
concernant l'influence de ces substances sont donn~s dans les Tableaux V k VIII.  

TABLEAU V 
ACTION DIgS PHOSPHATES 

Culture en adrobiose: bouillon gdlos~ 
Tempdrature d'incubation: 26 ° 
Activitd de protdinase exprimde par Fso 

A: en prdsence de phosphates M/Io 
B: enprdsenceseulement  des phosphates contenus 

naturellement dans le bouillon ( ,~  M/I36 ) 

Age de h 
culture 
Oours) 

PH 

7.5 

7.8 

8.0 

Fs0 

A 

5 

x9 

O 

B 

33 

I3O 

I2O 

TABLEAU VI 
ACTION DE L'OXALATE 

Culture en a~robiose: bouillon glucos~ en couche mince, avec ou sans oxalate 
Tempdrature d'incubation: 26 ° 
Age de la culture: 4 jours 
Activit6 de protdinase exprim6e par Ftotal, la solution enzymatique dtant en pr6sence ou non 

de CaC h Ml2oo 

Oxalate 

0 

M/5oo 

M/zoo 

MI2o 

F~t~ 

Prot6inase Protdinase 
seule +CaC1 z 

2xo 240 

21o 240 

o 35 

o 38 

Bibliegraphie p. 534. 



VOL. 5 (1950) PROT~INASES DANS Micrococcus lysodeikticus 531 

T A B L E A U  VI I  

A C T I O N  D U  C I T R A T E  

Cul ture  en  adrobiose:  bouil lon gdlos~, seul ou additional de c i t ra te  M/Io 
T e m l ~ r a t u r e  d ' i ncuba t i on :  26 ° 
Act iv i td  de la pro td inase  expr imde  pa r  Ftotal, la p ro td inase  6 ran t  soi t  seule, soi t  en prdsence 

de CaCI t M/2oo, soit  en prdsence de c i t ra te  M]2oo 

Age de la 
cu l tu re  
(jours) 

Cul tu res  

PH 

7.4 

8.6 

Sans  c i t ra te  ] . . . . . . .  Avec  c i t ra te  

Ftotal PH 

I 

68 
i 

i 300 
I 

7.5 

8.4 

Pro td inase  
s ans  add i t ion  

9 

260 

Ftotal 

P ro t6 inase  
+ CaC1 s 

65 

29 ° 

Pro t6 inase  
+ c i t ra te  

T A B L E A U  VI I I  

A C T I O I ~ .  D U • G L U C O S E  

v 

Cul ture  en  semi-ana~robiose :  bouil lon glucos6 ou non  en cu l ture  p rofonde  
T e m l ~ r a t u r e  d ' i ncuba t i on :  26 ° 
PH final = 7.7 
Act iv i t6  de la pro t~inase  expr im~e pa r  Ftotal, la pro t~inase  ~ t an t  soit  seule, soit  en  presence  

de CaC1 t M[2oo 

Cul tu res  

Age de  la Sans  glucose Avec  glucose 0 . 8 %  

cu l tu re  Ftotal F ~tal 
(jours) 

Pro t~ inase  Pro t6 inase  Pro t~ inase  Pro t6 inase  
s ans  add i t ion  + CaC1 t s ans  add i t ion  + CaC1 t 

3 9 27 o xo 

7 70 68 34 34 

I V. Remarques sur la croissance de M. lysodeikticus 

A 26 °, la croissance des bact6ries, m~me en a6robiose, est trop faible pour fournir 
un poids mesurable de microorganisme. Nous avons donc 6tudi6 cette croissance k 37 °, 
en pr6sence de glucose et de citrate. Les r6sultats obtenus sont donn6s dans leTableau IX. 
Quoique ces r~sultats ne soient pas imm6diatement comparables avec ce qui se passe 

z6 °, ils montrent  nganmoins que la croissance est sensiblement accrue en presence de 
ces deux m6tabolites. 

Les ehiffres du Tableau I X  donnent en particulier k ceux des Tableaux I I  et VII, 
route leur signification. 
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T A B L E A U  I X  

I N F L U E N C ] ~  D U  G L U C O S E  O U  D U  C I T R A T E  S U R  LA C R O I S S A N ' C E  D E  M. lysodeikticus 

Cul ture  en a6robiose en boui l lon agit4 
T e m p e r a t u r e  de cro issance:  37 ° 
PH va r i an t  avec  le t e m p s  de 7.5 a 8. x 
Les  chiffres co r responden t  ~. la q u a n t i t 4  de bac t&ies  (mg poids  sec/ml) 

Age  de la 
cu l tu re  
(heures) 

24 

48 

72 

T a u x  de 
cro issance  

Dur6e  de 
la tence  

T6moin  

3.4 

5.o 

4.8 

0.60 

I heure  

Concen t r a t i on  en glucose 

0.0 4 0.8 

3-4 4 .0 

5-4 8.2 

- -  x o . 8  

0.6 5 

0 0 

Cit ra te  
M / i o  

3.5 

5.I 

4.5 

0.66 

DISCUSSION 

L'ensemble des r6sultats exp&imentaux pr&~dents prend une signification parti- 
culi~rement int6ressante si on les examine ~ la lumi~re d'un fair dont nous avons d6j~ 
bri~vement signal6 l'existencO, ~ savoir que la prot6inase de M. lysodeikticus non seule- 
ment n'est active, mais aussi n'est stable, que si elle est li& k une certaine quantit6 de 
calcium. De nombreuses exp6riences qui seront prochainement publi&s montrent qu'une 
telle combinaison prot~inase-calcium existe chez plusieurs autres bact~ries, et qu'eUe 
est plus ou moins dissociable selon les esp&es; chez M. lysodeikticus, cette combinaison 
est particuli~rement dissociable. I1 en rgsulte que la pr6sence de toute substance capable 
de fixer d'une faqon quelconque le calcium, et par consequent capable d'entrer suffisam- 
ment en concurrence avec la prot4inase vis ~ vis de ce m~tal, doit provoquer l 'inactivation 
plus ou moins r6versible de la prot6inase. De telles substances n'agissent donc pas, 
vraisemblablement, en s'opposant ~ la synth~se de l 'enzyme en question, mais en rendant 
le milieu inapte ~t son accumulation. 

Ceci ~tant dit, l'action du phosphate, de l'oxalate et du citrate s'explique d'eUe- 
m~me, le milieu de culture 6tant 16g6rement alcalin. C'est l'action du phosphate qui est 
la moins marquee; les milieux de culture contiennent toujours un peu de cette substance 
(,~M/I36) sans laquelle tout d6veloppement des bact6ries serait impossible. Le m&a- 
nisme de l'action inhibitrice du phosphate est d 'autre part corrobor6 par l'allure de la 
courbe repr~sentant la stabilit6 de la prot6inase isol~e des cellules en presence de cette 
substance, courbe qui montre que cette stabilit~ tombe brusquement du c6t6 alcalin °. 
En ce qui concerne l'influence de l'oxalate, on voit qu'elle apparait pour une concen- 
tration qui est pratiquement la m~me que ceUe du calcium contenu naturellement dans 
le milieu du culture ( ,~M/I6o).  

L'action du citrate est particuli~rement int6ressante du fait que cette substance 
* Les  ddtai ls  c o n c e r n a n t  ce t te  courbe  se ron t  donnds  d a n s  une  procha ine  publ icat ion.  
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est m~tabolis~e par M .  lysodeikticus. Dans le Tableau VII, on voit en effet que, le 
d~veloppement des bact~ries ~tant pratiquement le m~me avec une tendance ~ ~tre 
l~g~rement sup~rieur en presence de citrate, l'activit~ de la prot~inase ne peut ~tre 
mise en ~vidence darts le milieu, lorsque celui-ci contient du citrate, qu'apr~s un certain 
retard. Ce retard correspond pr6cis~ment au temps n~cessaire ~ M .  lysodeikticus pour 
m~taboliser le citrate. Mais quoiqu'inactive, la prot6inase existe dans le milieu de culture 
car l'addition de calcium au liquide de culture priv6 des bact6ries, suffit pour taire 
apparaitre une activit~ prot~olytique analogue ~ celle que l'on observe ind~pendamment 
de toute addition de calcium dans le liquide obtenu parall~lement avec des cultures non 
addit ionn~s de citrate. Dans les deux cas, il s'agit d'ailleurs de cultures tr~s jeunes 
chez lesquelles les quantit6s d'enzyme sont encore Iaibles. En outre, une nouvelle 
addition de citrate au liquide de culture devenu actif apr~s la consommation du citrate 
ajout~ initialement, supprime de nouveau toute activit~ prot~olytique. L'action anta- 
goniste du citrate vis h vis de l 'enzyme est donc nette. 

Toutes les experiences qui viennent d'etre discut~es ont ~t~ taites en a~robiose. 
Pour mettre en ~vidence l'influence du glucose, nous avons d~ op6rer au contraire en 
une semi-ana~robiose qui d~jk entraine une r~duction consid6rable du d6veloppement 
des microorganismes; en ana~robiose complete, ce d~veloppement efit ~t6 trop faible. 
Quoique l'activit~ de la prot~inase soit alors r~duite pr6cis~ment du fair du petit nombre 
de bact~ries pr&sentes, elle suflit h montrer ici encore l'antagonisme entre la presence 
de glucose et celle du calcium. D'apr~s les r~sultats pr~c6dents, l 'explication de cet 
antagonisme paralt ~tre la suivante: le m6tabolisme du glucose en semi-ana~robiose 
donne lieu ~ la formation plus ou moins transitoire d'une s6rie de substances (esters 
phosphoxiques, acides hydroxyl~s, etc.) capables de fixer le calcium concurremment 
la prot6inase; le degr6 de l'a~robiose conditionne la formation ou la dur~e de vie de ces 
substances, qui disparaissent rapidement en pr6sence d'oxyg~ne. On comprend ainsi 
qu'en a6robiose intense, il n 'y  ait gu~re d'action inhibitrice du glucose sur la prot6inase. 

II est d'ailleurs probable que le m~me m~canisme explique que les cultures de 
M .  lysodeikticus en bouillon ordinaire non glucose, ou dans du lait, contiennent d 'au tant  
plus de prot~inase que l'a6ration est meiUeure, toutes sortes de substances capables de 
fixer le calcium pouvant se former et s'accumuler en ana6robiose dans de tels milieux. 
En particulier cette conception explique le succ~s de la m~thode de COSTANTINO GORINI ~ 
pour la raise en ~vidence d'une activit6 prot~olytique chez certains microorganismes qui, 
lorsqu'ils sont cultiv~s en profondeur, ne poss~dent apparemment pas cette activitY. 

Enfm, le rble du calcium apparait eomme particuli~rement important pour expliquer 
chez M .  lysodeikticus la suspension bien connue de la prot6olyse lorsqu'il y a glycolyse 
active; cette suspension n ' es tpas  due ici, eomme cela a ~t6 suppos6 dans d'autres cas, 
k un simple abaissement de Pa du milieu, qui deviendrait alors d6favorable ~ l 'activit6 
de la prot~inase, mais, comme on l'a vu plus haut, k une immobilisation du calcium. 
Ce m6tal semble done jouer un r61e fondamental dans l'orientation du m6tabolisme 
cellulaire. 

R~SUMI~ 

Microc.oc, cus lysod, cikticus est une bact~rie dont l'activit~ prot~olytique n e  se  rnanifeste que dans 
des  c o n d i t i o n s  b i e n  d~finies. Cette activit~ prot~olytique peut ~tre 6tudi~e commod~ment soit sur  
la casSine, soit sur la g~latine. Les conditions optimum pour obtenir la prot~inase de M. lysodeikticus 
s o n t ,  l e s  b a c ~ r i e s  6 t a n t  c u l t i v 6 e s  sur  b o u i l l o n  g61os~, u n e  t em1~h-a ture  de  26  °, u n  PH m a i n t e n u  a u x  
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environs de 8 par addition de 0.8% de glucose, un temps d'incubation de 3 jours; l'adrobiose est 
ici particuli~rement importante. D'autre part, lorsque ces conditions sont rdalisdes, la suppression 
de toute protdinase dans le milieu de culture est provoqude par addition ~t ce milieu de diverses 
substances qui n'exercent aucune action toxique sur les bactdries, ou qui m~me favorisent leur 
croissance : phosphates, citrates, oxaiates. En semianadrobiose, le glucose exerce une action inhibitrice 
remarquable. L'ensemble des rdsultats obtenus s'explique lorsqu'on les rapproche du fair que la 
protdinase de M. lysodeikticus non seulement n'est active, mais aussi n'est stable, que si elle est fide 
~t une certaine quantitd de calcium. Les expdriences faites ici avec Ic citrate sont particuli~rement 
illustratives ~t cet dgard. 

SUMMARY 

The proteolytic activity of Micrococcus lysodeikticus can only be seen under very definite 
conditions. This activity can easily be studied on casein or gelatin. The best conditions for obtaining 
the proteinase of M. lysodeikticus are: agar-broth as culture medium for the bacteria, temperature: 
26 ° C, PH maintained at  about 8 by addition of 0.8% glucose, time of incubation: 3 days; aerobiosis 
is particularly important.  On the other hand, once these conditions are established, suppression of 
the proteinase of the culture medium is obtained by addition of such substances, as phosphates, 
citrates or oxalates, which either are not toxic for the bacteria or even stimulate their growth. At 
semianaerobiosis glucose acts as an important  inhibitor. All these results can be explained in relation 
to the fact tha t  the proteinase of M. lysodeikticus is active and stable only when bound to a certain 
quanti ty of calcium. Our experiments with citrate are particularly elucidative in this respect. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Micrococcus lysodeikticus ist ein Bakterium, dessen proteolytische Aktivit~t sich nur unter ganz 
bestimmten Bedingungen zeigt. Diese Aktivit~it kann an Casein oder Gelatin bequem untersucht 
werden. Die gfinstigsten Bedingungen um die Proteinase aus M. lysodeikticus zu erhalten sind: die 
Bakterien sollen auf Agar-Bouillon geziichtet sein, Temperatur 26 °, PH um 8 konstant gehalten durch 
Zugabe yon o.8% Glucose, Inkubationszeit 3 Tage; Aerobiose ist besonders wichtig. Sind diese 
Bedingungen erfiillt, so wird die vSl ls t~dige Unterdriickung der Proteinasonwirkung im Kultur- 
medium durch Zugabe yon Substanzen wie Phosphate, Citrate, Oxalate erreicht, die auf die Bakterien 
keine Giftwirkung ausiiben oder deren Wachstum sogar beschleunlgen, tMi Semianaerobiose iibt die 
Glucose eine bedeutende Hemmwirkung aus. Die C, esamtheit  dieser Ergebnisse l~sst sich erldgren, 
wenn mart sie mit der Tatsache in Verbindung bringt, da.~ die Proteinase yon M. lysodeikt~us nur 
aktiv und auch stabil ist, wenn sie an eine bestimmte Menge Calcium gebunden ist. Die hier mit 
Citrat ausgefiihrten Versuche sind in diesem Zusammenhange besonders aufschlussreich. 
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