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SUR L ' A P T I T U D E  D ] ~ S U L F U R A N T E  D E  

Q U E L Q U E S  MICROORGANISMES HOMOLACTIQUES P O U R V U S  OU NON 

D E  F E R M E N T S  HI~MATINIQUES 

par  

P A U L E T T E  C H A I X  ET P A U L E  F L A M E N S  

Laboratoire de Chimie Physiologique de la Facult~ des Sciences de L y o n  (France) 

L'~tude, dans des conditions pr6cises, de la lib6ration d'hydrog~ne sulfur6 ~ partir 
de diff~rents substrats soufr6s dn fait de l'activit6 enzymatique d'organismes mono- 
ceUulaires ou de tissus a 6t6 commenc6e par TARR a° en 1933 et poursuivie par FROMAGEOT 
et coll. 2, 4, 5,10,11,12,13,14,15, SMYTHE27, 28, RANSMEIER ET STEKOL 24, GREENSTEIN ET 

LEUTHARDT 17. EUe renseigne sur les propri6tds des ferments de d6sulfuration et sur les 
m6canismes de d6gradation des mol6cules soufr6es; elle pose le probl~me du destin de 
l'hydrog~ne sulfur6 lib6r6 et, 6ventuellement, celui de la nature de la cytochrome- 
oxydase, quand le syst~me respiratoire cellulaire est de constitution h6matinique 1, ~. 

On connait k l'heure actuelle un grand nombre de bact6ries pr6sentant une activit6 
d6sulfurante v i sk  vis de la cyst6ine et de la cystine 2, a, 5,11,14, is, 24, 25, 8o; toutefois cette 
activit6 ne semble pas jusqu'ici avoir 6t6 observ6e dans le cas des bact6ries lactiques. 

Le pr6sent travail a eu pour but de rechercher, en ana6robiose, l'activit6 d6sulfurante 
de quelques microorganismes homolactiques, vis ~ vis notamment de la cyst6ine et de 
la cystine. 

Les microorganismes homolactiques utilis6s appartiennent les uns aux bact6ries 
lactiques vraies (ORLA-JENSEN) peu adrophiles ne poss~dant ni catalase ni ferments 
respiratoires h6matiniques: Thermobacterium Delbrucki et Streptobacterium casei; les 
autres s 'apparentent ~ des organismes plus a6rophiles, ayant attir6 l 'attention de DAVIS 8 
en 1933 et de WARBURG 31 en 1946 et, dont respiration et fermentation 6talent sensibles 

l'acide cyanhydrique: Souches C et Fs. 

P A R T I E  E X P t ~ R I M E N T A L E  

CONDITIONS G1~N1~RALES DES EXPI~RIENCES ET TECHNIQUES 

I. Origine des souches 
i .  Thermobacterium Delbrucki (ou Thermobacterium cereale ORLA-JENSEI~) - -  souche  lyophi l is6e 

p r o v e n a n t  de la  col lect ion du  Professeur  A. J.  KLUYVER de Delft .  
2. Streptobacterium casei (No 9595 A.T.C.C.) souche  lyophi l is6e p r o v e n a n t  de  la  collect ion du  

Professeur  A. J.  KLUYVER de Delft .  
3. Souches  C e t  F s p r o v e n a n t  d ' anc iennes  col lect ions bact6r iologiques  dont ,  avec  l ' a ide  du  

Professeur  KLUYVER, nous  pr6cisons ici les p r inc ipaux  caract~res  et  don t  nous  pou r su ivons  l ' iden t i -  
fication. 

II.  Conditions de conservation des souehes 
i. Tbm. Delbrucki et  Sbm. easel son t  conserv6s  sur  u n  mi l ieu  l iqu ide  don t  la  compos i t ion  es t  

la  su ivan t e  : 
eau  de levure  double  (ext ra i t  de l evure  ob tenu  ~. par t i r  d ' u n e  suspens ion  de l evure  de boulal tger ie  
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2 0 %  autoc lav6  3 heu res  ~ 12o ° d~cant~e e t  f i l t r~)  addi t ioun6e  de 2 %  de glucose, de o.5~/o " B a c t c  
Yeas t  E x t r a c t  d e h y d r a t e d  Difco"  e t  de 2 %  de CO3Ca. Milieu au toc lav~ 20 m i n u t e s  ~ 12o °. L ' in-  
cuba t i on  se fa i t  ~ 45 ° pou r  Tbm. Delbrucki et  ~, 38o pour  Sbm. casei. 

2. Les  souches  C e t  F 5 son t  conserv~es  sur  mi l ieu  solide inclin6 de compos i t ion  su ivan t e :  
g lucose 5 % ;  pep tone  panc r~a t ique  "Prolabo" 1 % ;  " B a c t o  Yeas t  E x t r a c t  d e h y d r a t e d  Difco"  

o . 5 % ;  CO3Ca 2 % ;  aga r  4 % .  Milieu au toc lav~ 2o m i n u t e s  ~ 12o °. D a n s  les d e u x  cas  l ' i ncuba t ion  
a l ieu 5. 5 o°. 

I I I .  Milieux de culture utilis~s pour l' obtention des bact~ries en grande masse 
L a  compos i t ion  de ces mi l i eux  es t  la  m~me  quel le  que  soit  la  souche  6tudic~e. Pour  ob ten i r  de 

g randes  masse s  baet6r iennes ,  les bact6r ies  issues  d ' u n e  cu l ture  sur  mi l ieu  de conse rva t ion  son t  repiqu6es 
sur  le mi l ieu  I. 

Milieu I. 500 ml  d ' e au  distill6e son t  por t6s  ~, l '~bul l i t ion e t  add i t ionn6s  de 65 g de farine de riz. 
Le m61ange amen6  5, 60 ° es t  add i t ionn6  d ' u n e  suspens ion  de un  g r a m m e  d ' a m y l a s e  dans  IO ml  d ' eau  
froide. Le tout ,  apr~s ag i t a t ion  es t  m a i n t e n u  p e n d a n t  au  mo ins  une  heure  A l ' 6 tuve  ~, 5 o°. On  a jou te  
alors Io g de pa t e  d 'ac ides  ami n6s  e t  4 ° g de COaCa. Au toc lavage  de 2o m i n u t e s  A I2o °. Ce mil ieu 
ensemenc6  es t  m a i n t e n u  p e n d a n t  24 heu res  dans  une  6 tuve  ~, la  t e m p 6 r a t u r e  o p t i m a  de la bact6rie  
consid6r6e. 

La  cu l ture  ainsi  ob teuue  es t  repiqu6e dans  u n  bal lon  c o n t e n a n t  4 litres du  mi l ieu  II .  

Milieu I I .  m~lange A : glucose 2oo g 
ca rbona te  de ca lc ium 80 g 
eau  3.500 1 

m~lange B: Difco 20 g 
P ep t one  8 g 
eau o. 5 1 

Les  m61anges A et  B,  st~rilis~s s6pa r6men t  2o m i n u t e s  ~ 12o ° son t  m61ang6s i m m ~ d i a t e m e n t  
a v a n t  l ' e n s e m e n c e m e n t .  

IV. Rdcolte bactdrienne et preparation des essais ]ermentaires 
Apr~s 18 ~ 22 heu res  d ' i n c u b a t i o n  sur  le mi l ieu  I I  e t  61iminatiou du  ca rbona te  de  ca lc ium par  

une  cen t r i fuga t ion  rapide,  les  bact6r ies  son t  s6par~es pa r  une  cen t r i fuga t ion  prolong*e (2o m i n u t e s  
A 4,ooo t /min) .  L a  r6colte bac t6 r ienne  a ius i  ob tenue  es t  lav6e pa r  cen t r i fuga t ion  A deux  reprises  d a n s  
une  so lu t ion  NaCI o . 9 %  et  f i na l emen t  es t  mise  en  suspens ion  d a n s  u n  vo lume  donn6  (2o ~ 3 ° m l  
s u i v a n t  les cas) de ch lorure  de s o d i u m  o .9%.  L a  concen t r a t i on  en  bact6r ies  de cet te  suspens ion-m~re  

pa r t i r  de laquel le  s e ron t  pr6par6s  les essais  f e rmen ta i re s  es t  es t im6e pa r  poids  sec, comp te  t enu  
du  chlorure  de sod ium.  

Les  essais  f e rmen ta i r e s  son t  r6alis6s d a n s  des  r6cipients  de t y p e  a n t 6 r i e u r e m e n t  d6crit  4. Le 
t a m p o n  ut i l is6 es t  une  so lu t ion  de b i ca rbona te  1 . i 2 %  ; l ' a tmosph~re  es t  sa tu r6e  de CO2, PH = 6.4. 
Le  v o l u m e  l iquide  to t a l  es t  de  2o g 25 ml .  Les  masses  bac t6r iennes  mises  en  jeu  d a n s  u n  essai  on t  
car l6  d ' e n v i r o n  5 ° ~. 4o0 m g  (poids sec). Les  mol6cules  soufr6es, s u b s t r a t  de d6sulfura t ion,  on t  6t6 
in t rodu i t e s  (sauf m e n t i o n  sp6ciale) ~ une  concen t r a t i on  de 6.35. IO -a M ;  les s u b s t r a t s  de f e r m e n t a t i o n  
lac t ique  ~, une  concen t r a t i on  de 2.78- lO -2 M.  Les  essais  son t  agi t6s  darts u n  ba in -mar i e  de t e m p e r a t u r e  
c o n s t a n t e  p e n d a n t  rou te  la  dur~e des  f e rmen ta t ions .  

V. Technique des dosages permatant de suivre l'dvolution des r~actions termentaires 
L 'hyd rog~ne  sulfur~ apr~s avo i r  ~t6 q u a n t i t a t i v e m e n t  d6plac6 d a n s  de l ' ac6 ta te  de  zinc, es t  dos6 

pa r  iodom6tr ie  d a n s  les condi t ions  habi tue l les .  Les  dosages  d ' ac ide  lac t ique  7, s , ,  de  glucose m, ~*, lactose  
ou ga lac tose  2. son t  effectu6s apr~s arr~t  de la  f e r m e n t a t i o n  pa r  add i t i on  de SO4H l e t  $ l imina t ion  des  
bact6r ies  e t  au t r e s  s u b s t a n c e s  insolubles  pa r  cen t r i fuga t ion .  Les  dosages  de  sucre  son t  pe r tu rb6s  de 
fa~on i m p o r t a n t e  d ' u n e  p a r t  si l ' ac idi f ica t ion des  essais  a 6t6 fai te  avec  de l ' ac ide  t r ichlorac6t ique,  
d ' a u t r e  pa r t  si les essais  c o n t i e n n e n t  des  s u b s t a n c e s  r6ductr ices  au t r e s  que  le glucose, tel les que  la 
eys t6ine  ou le g l u t a t h i o n  en par t icul ier .  P ou r  6c i ter  les er reurs  dues  A la pr6sence d 'ac ide  t r ichlor-  
ac6tique,  l 'ac idif icat ion des  essais  a 6t6 fai te  e x c l u s i v e m e n t  g l ' a ide  d ' ac ide  sul fur ique.  Pour  effectuer  
des  dosages  corrects  de glucose d a n s  les essais  c o n t e n a n t  glucose + cyst~ine  ou b ien  la  cys t6 ine  a 6t6 
61imin~e pa r  le proc6d6 au  c a d m i u m  ind iqu6  pa r  DUMAZERT ~ OU bien  le r6su l ta t  du  dosage du  glucose 
sur  les essais  c o n t e n a n t  glucose + cys t6 ine  a 6t6 corrig6 en t e n a n t  comp te  du  pourvo i r  r~ducteur  
d ' u n  essai  t6moin,  e x e m p t  de glucose,  e o n t e n a n t  de la cys t6 ine  £ une  concen t r a t ion  vois ine  de celle 
des  essais  r~els. 

VI .  Isolement de l'acide lactique sous ]orme de lactate de ,inc 
S u i v a n t  la  t e chn ique  indiqu6e  pa r  NEUBERG I~T GORR I1, al. 

VII .  Provides de raise en ~vidence de pigments h~matiniques chez les bact~ries ~tudi~es 
I. Catalase. Proc6d~ m a n o m 6 t r i q u e  de FuJITA Ex KODAMA xn. 

Bibliographie p. 4 8. 



4 ° P. CHAIX, P. FLAMENS VOL. 8 (1952) 

2. Cytochromes ou pi,,,ments apparentds. La pr6sence de ces pigments est d6tect6e par des examens 
spectroscopiques 5, l 'aide du spectroscope de poche de ZEISS OU du spectroscope 5. r6version de 
I~IARTRIDGE. 

Ces examens sont effectu6s sur la pate bactdrienne obtenue par centrifugation (2o minutes 
5, 5,000 t/min) d'une fraction de la suspension-m6re des bact6ries ayant servi 5, la prdparation des 
essais. Cette ps,te pla$fe entre deux disques de verre sfpards par un anneau de SCHEIBE est gfn6rale- 
ment examin6e sous une 6paisseur de 2. 5 mm. 

Que l 'examen spectroscopique permette ou non de distinguer un spectre hdmatinique, une 
fraction de la pate bact6rienne est traitde par S204Na 2 et pyridine en rue de provoquer la formation 
de l'hdmochromog~ne de pyridine des pigments h6matiniques apparents ou inapparents dont le 
spectre est accentu6. 

RI~SULTATS 

I. Caract~res homolactiques des souches 

Streptobacterium casei et  Thermobacterium Delbriicki son t  des souches  h o m o l a c t i q u e s  
de col lec t ion.  

Le  ca rac t6 re  h o m o l a c t i q u e  des  souches  C et  F 6 a 6t6 v6rifi6 en se s e r v a n t  de  masses  
bac t6 r i eunes  non pro l i f6ran tes ,  en  ana6robiose  ( a t m o s p h e r e  de  C0~ pur)  dans  les con-  

d i t ions  s imples  d6cr i tes  au  p a r a g r a p h e  I V  (p. 39)- 

TABLEAU I 
CARACTERE HOMOLACTIQUE DES SOUCHES C ET F 5 

Essais effectu6s 5, 5 °0 

Souche C Souehe F 5 

Bact6ries raises en jeu 
[mg poids sec) 269 3790 3672 
Volume total de l'essai en ml 20 300 300 
Dur6e des essais en minutes 21o 12o 270 

15oo 15oo 
o o 

~lucose en mg f au temps o 
t au temps t 

~cide lactique (en mg) 
ipparu au temps t 
.~lucose disparu (en mg) 
~u temps t 

IOO 

123" 1652" 

15oo 

1648"  

1500 

*Le  surplus d'acide lactique par rapport 5, la quantit6 th6orique 
(calcul6e d'apr~s le glucose initial) provient des r6serves bact6riennes et 
est dosable sur des essais t6moins sans glucose. 

C o m m e  le m o n t r e  le T a b l e a u  I,  les souches  C e t  F~ t r a n s f o r m e n t  la  t o t a l i t 6  du  
g lucose  p r6sen t  ell ac ide  l ac t ique .  Le  surp lus  d ' a c i d e  l a c t i q u e  t r o u v 6  ~ la  fin de  la 
f e r m e n t a t i o n  p a r  r a p p o r t  ~ la  q u a n t i t 6  t h6o r ique  calcul6e d ' ap rSs  le g lucose  in i t ia l  

d6pend  de l ' a c ide  l a c t i que  fo rm6 ~ p a r t i r  des  s u b s t a n c e  des  r6serves  bac t6 r i ennes ;  cet  

ac ide  l a c t i q u e  p r o v e n a n t  des  r6serves  bac t6 r i ennes  est  dosab le  sur  des essais t 6moins  
sans  glucose.  

Le  ca rac t~re  h o m o l a c t i q u e  des  souches  C e t  F s  es t  conf i rm6 p a r  les exp6r iences  
d ' i s o l e m e n t  de  l ' a c ide  l a c t i q u e  sous  fo rme  de l a c t a t e  de  z inc  r6sum6es  dans  le T a b l e a u  I I .  

S igna lons  que  l ' a d d i t i o n  de  cys t6 ine  (6.25" lO -3 M)  oll de  cys t ine ,  a u x  essais  de  
f e r m e n t a t i o n  du  g lucose  ne  modi f ie  en  r ien la  t r a n s f o r m a t i o n  du  g lucose  en ac ide  l ac t ique .  
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T A B L E A U  II  

ISOLEMENT SOUS FORME DE LACTATE DE ZINC 

DE L'ACIDE LACTI{~UE PRODUIT PAR LES SOUCHES C ET FS, 

APRES FERMENTATION TOTALE DU GLUCOSE; ACTIVIT~ OPTIQUE DE CET ACIDE LACTIQUE 

F e r m e n t a t i o n  du  glucose d a n s  les condi t ions  d~cri tes au  p a r a g r a p h e  IV  (p. 39) pa r  des  masses  
bac t6r iennes  non  prol i f6rantes  (souche C, 3-79 g poids  sec; souche  Fs, 3.67 g poids  sec); v o l u m e  to ta l  
des  essais  30o ml ;  dur6e de  f e r m e n t a t i o n  = i2o m i n u t e s  d a n s  le cas  de  la souche  C et  270 m i n u t e s  
dans  le cas  de la souche  Fb; t e m p 6 r a t u r e  = 5 °0 dans  les deux  cas. 

Acide l ac t ique  to t a l  dos6 (en rag) 
L a c t a t e  Zn d6shydra t6  to ta l  ob t enu  en m g  
Acide l ac t ique  calcul~ ~. pa r t i r  
du  l ac t a t e  de zinc isol6 en m g  
% de ZnO ob tenu  apr~s ca lc ina t ion  du  lac- 
t a t e  de zinc d6shydra t6  (33.44% th6orique) 

Souche C S o u c h e F  5 

147 ° 
192o 

1425 

33-51 

1388 
1536 

1138 

34.46 

Act iv i t6  op t ique  de (C3HsO3)z.Zn, 2H~O, isol6: 

Souche C: l a i d  = - - 6 ° . 8 8  ((z = - - 0 ° . 8 5 ,  1 = 3, C = 4.12%, sol. aqueuse)  
Souche Fs :  l a i d  = - - 7 0 . 3  ° (a = - - o 0 . 7  o, 1 = 3, C = 3.2o%, sol. aqueuse)  

Ces exp6riences p e r m e t t e n t  de conclure  que  les souches  C e t  F 6 t r an s -  
f o rmen t  p r a t i q u e m e n t  la  to ta l i t6  du  glucose en acide  L ( + )  lac t ique  2z. 

II. Activit~ optique de l'acide lactique produit par tes diff~rentes souches ~tudi~es 

Tbm. Delbriicki forme h partir du glucose de l'acide n (--) lactiqueZ3; Sbm. casei 
forme h partir du glucose un m61ange d'acide lactique dextrogyre et d'acide lactique 
levogyre ~. 

Les souches C et F5 forment de l'acide L (+)  lactique (Tableau II). 

III .  Substrats de ]ermentation lactique des souches ~tudi£es 

Dans les conditions exp6rimentales indiqu6es au paragraphe IV (p. 39) au cours 
d'essais d'une dur6e de I k 3 heures, la souche C ne produit d'acide lactique ni k partir  
de la glyc6rine ou de l'acide pyruvique, ni ~ palt ir  de pentoses tels que xylose et arabi- 
nose, ni ~ partir  du mannitol oll du raffinose. Au contraire elle forme de l'acide lactique 

partir  du glucose, du 16vulose, du mannose, du saccharose et du maltose. En ce qui 
concerne le galactose les r6sultats n6gatifs obtenus darts le cas d'essais de I heure en 
ana6robiose, avec des bact6ries ~ l '6tat de masses non prolif6rantes, deviennent 16g~re- 
merit positifs dans le cas d'essais avec des bact6ries en croissance pendant 54 heures en 
semi-ana6robiose (Tableau III). 

I1 n 'y  a pas d'acide lactique form6 k partir du lactose par la souche C (essais en 
croissance sur lait tournesol~ ou sur eau de levure additionn~e de lactose; essais k l'~tat 
de masse non prolif6rantes en ana6robiose) ni par la souche F6 (essais sur lait tournesol6 
et/~ l '6tat de masses non prolif6rantes) comme le montrent les Tableaux III  et IV). 

Le Tableau IV r6sume les principaux caract~res fermentaires des souches utilis6es. 
Sbm. casei se distingue nettement des trois autres souches; la souche C s'apparente 

tr~s 6troitement ~ Tbm. Ddbriicki; les quelques investigations relatives ~t la souche F 5 
(comme l'6tude d'autres caract~res le confirme dans la suite) indiquent d6jk que cette 
souche est voisine de la souche C. 
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TABLEAU II I  
FORMATION D 'ACIDE LACTIQU~ PAR LA SOUCHE C EN CROISSANCE 

SUR DE L ' E A U  D]~ LEVUR]~ D O U B L E - ~ - C O 3 C a  P ~ N D A N T  54 HEURES A ~O °, 
EN PR]~SENCE DE DIFFt~RENTS SUCRES 

Conditions semi ana6robies 

Substrat 

o 

Glucose (o.III M) 
Galactose (o. i I i M) 
Lactose (0.055 M) 

Acide lactique form6 
apr6s 54 heures 

(en mg) 

1.5.7 
741.4 

79.2 
22.5 

TABLEAU IV 
COMPARAISON E N T R E  QUELQU]~S CARACT~RES FERMENTAIRES 

DES MICROORGANISMES HOMOLACTIQUES ]~TUDIES 

Temp6rature optima 
Acide lactique 
form6 A partir du glucose 

Croissance 
sur lait tournesol6 

Strepto- Thermo- Souche Souche bacterium bacterium c & casei Delbrucki 

380 

DetL 

coagulation, 
+ acidification 

45 ° 

D 

50 ° 

L 

O 

Formation d' acide lactique 
h partir de di!y~rents substrat 

Glyc6rine 
Acide pyruvique 
Xylose 
Arabinose 
Mannitol 
L~vulose 
Glucose 
Mannose 
Galactose 
Saccharose 
Maltose 
Lactose 
Raffinose 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

0 

0 

0 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
O 

4- 

O 

O 

O 

O 

O 
+ 
+ 
+ 
4- 
+ 
+ 
0 

0 

5 °0 

L 

+ 
+ 
o 

J,  

0 

IV. Aptitudes d~sul/urantes des organismes consid~r~s 

I. D~sul[uration de la L-cyst~ine 

Les r6sul ta ts  des exp&iences  pr6par6es dans  les condi t ions  pr&is6es  au pa rag raphe  
IV (p. 39) et  r~sum6es dans  le Tableau  V, mon t r en t  que Tbm. Delbri~cki et Sbm. casei 
sont  incapables  de d6sulfurer la L-cyst6ine en ana6robiose,  en pr6sence ou absence de 
glucose. Pa r  contre  les souches C et  F 5 l ib~rent SI-L a ~ pa r t i r  de la L-cyst6ine. Ce ph6no- 
m~ne d6pend de la pr6sence dans  ces microorganismes d 'une  cyst6ine d6su l fhydrase  
puisqu ' i l  est suppr im6 quand  on subs t i tue  aux  bact6ries  v ivan tes  des bact6ries  soumises 
p e n d a n t  I 0  minu tes  fi une t emp6ra tu re  de 100% 
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T A B L E A U  V 

D]~SULFURATION DE LA L-CYST]~INE EN PR]~SENCE OU EN L'ABSENCE 

DE GLUCOSE PAR LES DIFF~RENTES SOUCHES ]~TUDI~ES 

Concentration en L-cyst6ine ~ 6.25. IO -3 M 
Concentration en glucose = 2.78. io -2 M 

Bact6r ies  
mg .pds  sec 
pa r  essai  

Dur6e QSH2 * 
Souches T e m p 6 r a t u r e  en 

m i n u t e s  sans glucose avec  glucose 

"bm. Delbri~cki 45 ° 2 i  7 6o o o 
3ouche lyophi l i s6e)  174 12o o o 

;bm. casei 37 ° 2o 5 6o o o 
souche lyophi l is6e)  289 2 IO o o 

;ouche F 5 5 °0 225 I2o - -  1.26 
non lyophil isSe)  37 ° 45 ° 6o o.34 o.49 

382 6o o.89 

6o 
60 
60 
60 
60 
60 

0.73 

o.9I 

;ouche C 
souche lyophi l is~e)  
;ouche C 
non lyophil is6e)  

60 
60 
60 

0.69 
0.68 

5 °0 

5 Go 233 
146 
280 
3o6 
I97 
391 
283 
294 
276 

1.45 
1.37 
1.20 

2.02 

2.I 

I.o3 
i . o  5 
1.41 
I. 4 

* QSH2 = / tg SH~ lib6r6 p a r  mg  (poids see) de bactdr ies  e t  pa r  heure  

Les souches de Tbm. Delbri~cki et Sbm. Casei nous ayant  6t6 envoy6es de Delft 
l '6tat lyophilis6 il a paru n6cessaire de proc6der ~ la lyophilisation d'au moins une de 
nos souches d6sulfurantes* (souche C) et de comparer l 'aptitude d6sulfurante de cette 
mgme souche lyophilis6e ou non; ces essais permettent de constater que la souche 
lyophilis6e a une activit6 d6sulfurante un peu moindre (Tableau V). 

La vitesse de d~sulfuration de la L-cyst6ine QsI~ (gg SI-L~ lib6r6s par mg bact6ries 
poids sec et par heure) 6gale 1.4 (en moyenne) pour la souche C et est du mfime ordre 
de grandeur pour la souche Fs. Cette vitesse est donc la mfime que celle ant6rieurement 
trouv6e pour Proponibacterium pentosaceumS; environ 1o fois plus faible que celle de 
B. subtilis 14, et environ 18 fois plus faible que celle de E. coli adaptO. Elle varie avec 
la temp6rature; elle est accrue en pr6sence de glucose. 

L'activit6 enzymatique d~sulfurante de la souche C a fait l 'objet des exp6riences 
les plus nombreuses et les plus pr6cises. Ces experiences montrent que la vitesse de 
d6sulfuration de la L-cyst6ine en presence de glucose, mesur6e en l'espace d'une demi- 
heure est sensiblement proportionnelle ~t la masse bact6rienne mise en jeu (Tableau VI) 
et que, pour une masse bact~rienne donn6e, la vitesse de d6sulfuration crolt avec la 
concentration de la L-cyst~ine initialement pr6sente dans le milieu (Tableau VII). 

* N'ous remerc ions  ici  le  Professeur  SOmER qui  a b i en  vou lu  m e t t r e  ~t no t re  d i spos i t ion  son 
appa re i l  b. l yoph i l i sa t ion .  
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T A B L E A U  VI 

VITESSE DE LA DI~SULFURATION DE LA L-CYST]~INE 6.35" 10 -8 M E N  FONCTION 
DE LA MASSE BACT~RIENNE MISE EN JEU, EN PR]~SENCE DE GLUCOSE 

Glucose = 2.78- IO -s M 

Bactdr ie :  souche C 
Dur6e de l ' exp6r ience :  1/2 heure  

B a c t 6 r i e s m g  poids  
sec pa r  essai  

45.7 
91.4 

137.1 
182.8 

/zg SH~ libdrds 

13 
7 ° 

114 
207 

T A B L E A U  V I I  

VITESSE DE DESULFURATION DE LA SOOCHE C EN EONCTION DE LA CON- 
CENTRATION EN L-CYST]~INE, EN PR1~SENCE DE GLUCOSE (2.78. 10 -* M) 

Dur6e des exp6r iences :  I heure  

mg  bact .  
(poids sec) 
pa r  essai  

306 

197.5 
306 
197.5 
197.5 

L-cyst6ine 

mg  SH,  max .  
l ibdrab le  

pa r  essai  
en ~g  

I 216 
2 432 
5 1080 

IO 2160 
20 4320 
20 4320 
4 ° 864 ° 

SHs 
l ib~r6 
e n / z g  

82 
125 
257 

33 ° 
618 
418 
514 

0SH, 

0.268 
o.41 
0.84 

1.67 
2.o2 
2.12 
2.6 

T A B L E A U  V I I I  

ABSENCE DE SP~CIFICITI~ OPTIQUE 
DE LA CYSTI~INE-DI~SULFHYDRASE DE LA SOUCHE C 

Essa i s  en l ' absence  e t  en prdsence de glucose (2.78- IO -z M) 
Concen t ra t ion  en cyst6~ne = 6.35. lO -3 M 
Bact6r ies  (mg poids  sec) contenues  dans  chaque  essai  = 233 mg 
Dur6e = 6o m inu t e s  

Essa i s  

Sans glucose 

Avec  glucose 

/*g SHz lib6rds en pr6sence de 

L-cyst6ine 

213 

338 

D-cyst6ine 

241 

362 

2. D~sul/uration de la I)-cyst~ine 

L'expdrience rapportde dans le Tableau V I I I  montre que la D-cyst6ine est d6sulfur6e 
de la m6me fagon que la L-cystdine. 

Contrairement k ce qui a 6t6 ant6rieurement observ6 k propos de E.  coli n et de 
B.  subti l is  14, la cystdine dfisulfhydrase de la souche C ne pr6sente aucune sp6cificit6 
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optique; elle se comporte de la m6me fa~on que la cyst6ine-d6sulfhydrase de Propioni- 
bacterium pentosaceum ~. 

Si l'on compare l'influence exerc6e par diff6rentes mol6cules hydrocarbondes telles 
que glucose, acide pyruvique, glyc6rine, lactose, et galactose sur la vitesse de d6sulfuration 
de la cyst6ine par la souche C (Tableau IX), il est int6ressant de constater que glucose 
et glyc6rine ont un effet acc616rateur; que lactose et galactose sont sans effet acc616rateur. 
L'acide pyruvique k la concentration consid6r6e (2.78. lO -2 M) a un effet inhibiteur 
comme dans le cas de la d6sulfuration de la cyst6ine par Propionibacterium pentosaceum; 
il s'agit peut-~tre d'une inhibition par comp6tition avec un groupement -CO-actif du 
fermentX2, la, 14. 

T A B L E A U  I X  

INFLUENCE DE DIFF1~RENTES MOL]~CULES HYDROCARBON]~ES, AUTRES QUE LE GLUCOSE 
SUR LA DI~SULFURATION DE LA L-CYSTI~INE PAR LA SOUCHE C 

Concen t r a t i on  en  L-cyst6ine ---- 6.35. Io  -3 M 
Concen t r a t i on  des  diff6rentes subs t ances  a jou t6es  = 2.78. IO - I  M 
Dur6e de l ' exp6r ience  = i heu re  

Subs t ances  a jou t6es  

Glucose 
Acide p y r u v i q u e  

(poids sec) 
m g  bact6r ies  

pa r  essai  

241 
24I 

Qsa2 

0.75 
O 

O 
Glucose 
Glycer ine  

Glucose 
Lac tose  

o 

Glucose  
Glucose  
Lac tose  
Galac tose  

294 
294 
294 

391 
39I 

283 
283 

(bact~ries bouillies) 
283 
283 

0.68 
1.4 
1.2 

I .o6 
0.93 

0.69 
1,0 5 
0 

0.65 
0.74 

* r6colte bac t6r ienne  conserv6e 4 h g la  glaci~re a v a n t  usage  

3. D~sul/uration de la "L" et de la "DL" cystine 

La souche C en absence de glucose est incapable de lib6rer SH 2 de la L-cystine. En 
pr6sence de glucose cette d6sulfuration devient possible mais ne se manifeste qu'apr~s 
une p6riode d'induction (Tableau X). Ceci permet de supposer que la d6sulfuration de la 
cystine n'a lieu qu'apr~s r6duction pr6alable de la cystine en cyst0'ne. 

Contrairement ~. ce qui se passe pour Propionibacterium pentosaceum il ne semble 
pas ici que la quantit6 d'SI-L~ lib6r6 puisse atteindre lOO% de la quantit6 th6oriquement 
possible. Dans le cas de la cystine comme dans celui de la cyst6ine la d6sulfuration 
s'arr~te quand la quantit6 de SH 2 d6gag6 atteint environ 30% de la quantit6 th6orique 
possible. 

La DL cystine parait moins rapidement attaqu6e que la L-cystine. 
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T A B L E A U  X 

DI~SULFURATION DE LA L ]~T DE LA DL-CYSTINE COMPAR]~E & CELLE DE LA L-CYST]~INE 
PAR LA SOUCHE C EN PR]~SENCE OU EN L'ABSENCE DE GLUCOSE 

Concent ra t ion  en glucose = 2.78. lO -2 M 

Dur4e 
en 

heures  

146 

280 

2 4 2  

Glucose 

O 

+ 

+ 
O 

+ 

Bactdr ies  
mg  

poids  sec 

+ 
+ 

L OU DL 

/~g SH2 
l ib6rables  

565 ° 
565 ° 

4800 
48o0 
4800 

lO8O 
1 0 8 0  

Cyst ine  

L DL 

/~g SH 2 l ibdr6s 

O , ,  

4 , ,  

46 
44 

45 ° 

349 212 
289 248 

L-cyst6ine 

#g  SH~ 
l ib6rables  

4320 
4320 

4320 
4320 
432o 

lO8O 
lO8O 

/~g SH2 
libdr6s 

2 0 0  

792 

314 

4. D~sul/uration de molecules Sou/r~es autres que cystine et cyst~ine 

La souche C ne d6sulfure ni l 'acide thioglycolique, ni l 'acide thiobutyrique, ni 
l 'acide thiomalique, ni la m6thionine, n i l e  glutathion r6duit. 

V. Recherche des/erments hdmatiniques dans les quatre souches ~tudi~es 

I. Catalase 

La pr6sence ou l 'absence de catalase ont 6t6 v6rifi6es ou recherch6es sur les quatre 
souches 6tudi4es: les exp6riences confirment l 'absence de catalase dans les souches de 
Tbm. Ddbri~cki et Sbm. casei et r6v61ent la pr6sence de catalase clans la souche C lyophi- 
lis6e ou non, et dans la souche Fs. 

2. Cytochromes ou pigments apparent~s 

Al'occasion de chaque r6colte bact6rienne a 4t6 effectu4 un examen spectroscopique 
de la pate bact6rienne obtenue par centrifugation d 'une fraction de la suspension-m~re 
utilis6e ~ la pr6paration des essais fermentaires; le m4me examen a 6t6 r6p4t6 apr6s 
trai tement de la pate bact6rienne par  la pyridine et l 'hydrosulfite de sodium. 

Dans le cas de Tbm. Delbritcki et de Sbm. casei ces examens spectroscopiques ne 
permettent  de d4celer la pr6sence d 'aucun spectre h6matinique, m4me aprSs trai tement 

la pyridine. 
I1 e n e s t  tout  autrement  pour les souches C et Fs. 
a. Souche C. Suivant les cas, la pate bact6rienne 6clair6e par  de la lumi~re blanche 

sous une 6paisseur de 2.5 m m  pr6sente une teinte variable allant de l 'orange pale au 
rouge vif. 

Avant  le traitement par  la pyridine, l 'examen spectroscopique r6v~le ou bien 
l 'absence de spectre h6matinique ou bien la pr6sence d 'un spectre Mmatinique dont la 
bande a, plus ou moins nette, se trouve aux environs de 565 rag. Apr~s trai tement par 
la pyridine la teinte de la pr6paration vue ~ travers de la lumi6re blanche varie de 
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l'orange p~le au rouge sang; dans tousles cas apparalt un spectre h6matinique dont le 
centre de la bande a a une position variant entre 545 et 549 m/z. 

b. Souche F 5. La coloration de la pr6paration vue k travers la lumi~re blanche varie 
du blanc verdAtre au rouge en passant par diff6rents tons de jaunes orang6s. Comme 
dans le cas de la souche C, on constate suivant les r6coltes ou bien une absence de spectre 
h6matinique ou bien la pr6sence d'un spectre h6matinique dont la bande a est centr6e 
dans des positions variables: 555 m/~; 570 m/z. Apr~s traitement par la pyridine, il y a, 
dans tons les cas, apparition du spectre d 'un h6mochromog~ne de pyridine dont la bande a 
est centr6e environ sur 549 m~. La pr6paration trait6e par la pyridine ¢a~e ~ travers 
une source de lumi~re blanche a u n e  coloration toujours plus rouge que la pr6paration 
non trait6e. 

CONCLUSIONS 

L'ensemble des exp6riences d6crites montre d'une part l'existence d'une cyst6ine- 
d6sulfhydrase chez deux organismes (souches C et Fs) homolactiques (ac. L (+)  lactique), 
pourvus de catalase et de pigments h6matiniques type cytochrome, et d'autre part, 
l'absence de ce ferment chez deux autres organismes homolactiques: Tbm. Delbri~cki 
formant ac. D (--) lactique et Sbm. casei formant un m61ange d'ac. D (--) et L (+)  lactique, 
d6pourvus de catalase et de pigments h6matiniques type cytochromes. 

Au premier abord il semble paradoxal que le ferment de d6sulfuration de la cyst6ine 
soit pr6sent chez les organismes conserv6s dans les conditions les plus a6robies, pourvus 
de ferments respiratoires h6matiniques, et soit absent chez les organismes conserv6s dans 
les conditions les moins a6robies, exempts de ferments respiratoires h6matiniques. 

I1 est toutefois remarquable que Tbm. Delbri~cki pr~sente de nombreux caract~res 
communs avec les souches C et Fs (Tableau V). 

Si l 'on tient compte des conclusions tir6es parWARBURG 31 des exp6riences de DAVIS 8: 
"il est 6vident que les bacilles lactiques perdent graduellement leur syst~me enzymatique 
de respiration quand ils sont cultiv6s en ana6robiose", on peut se demander si l'6quipe- 
ment enzymatique des organismes homolactiques 6tudi6s ne serait pas capable de se 
transformer snivant les conditions de vie a6robie on ana6robie, l'activit6 d6sulfurante 
subissant un destin parall~le k l'activit6 respiratoire. Ces diff6rentes questions seront 
abord6es dans de prochaines recherches. 

RI~SUMI~ 

Quatre souches homolactiques ont 6t~ ~tudi~es comparativement en ce qui concerne leur aptitude 
5. dSsulfurer la cyst6ine et leur teneur en pigments h6matiniques. 

Tbm. Delbri~cki et Sbm. casei, peu a~rophiles, forment l'un de l'acide D(--)lactique et l'autre 
un m61ange des acides D et L lactiques. Ces organismes sont incapables l'un et l'autre de d~sulfurer 
la cyst~ne et ne contiennent ni ferments respiratoires h6matiniques, ni catalase. 

Par contre les organismes a6rophiles C et F 5 formant de l'acide L(-~-) lactique, contiennent une 
cyst$ine-d~sulfhydrase analogue ~ celle de Propionibaxterium pentosaceum ~, de la catalase et un 
pigment h6matinique type cytochrome. De nombreuses autres propri6t6s fermentaires rapprochent 
cependant les souches C et F 5 de Tbm. Delbri~cki. 

La question se pose de savoir dans quelle mesure les conditions de vie a6robie ou ana~robie de 
ces organismes commandent les syntheses de leurs syst~mes enzymatiques de respiration et de 
d6sulfuration. 
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S U M M A R Y  

4 Micro-organisms  have  been compared  for the i r  ab i l i ty  to r emove  s u l p h u r  f rom cys te ine  and  
for the i r  con t en t  of haema t in - l i ke  p igmen t s .  

Tbm. Delbri~cki and  Sbm. casei, only  s l igh t ly  aerophilic,  form respect ive ly  D(--)- lact ic  acid and  
a m i x t u r e  of D- and  L-lactic acids. These  o rgan i sms  are incapable  of e l imina t ing  su lphu r  f rom cys te ine  
and  t h e y  con ta in  ne i ther  haema t in - l i ke  resp i ra tory  p i g m e n t s  nor  catalase .  

On  the  o ther  hand ,  the  aerophi l ic  o rgan i sms  C and  F 5 form L(+) - l ac t i c  and  t h e y  con ta in  a 
cy s t e ine -de su lphhyd ra se  ana logous  to t h a t  of Propionibacterium pentosaceum, catalase ,  and  a p i g m e n t  
of t he  cy toch rome  type.  M a n y  o ther  of t he  e n z y m e  proper t ies  of  t he  C and  F 5 o rgan isms ,  however ,  
are s imi la r  to those  of Tbm. Delbri~cki. 

The  ques t ion  is t he  e x t e n t  to wh ich  t he  aerobic or  anaerobic  condi t ions  of life of these  o rgan i sms  
govern  the i r  e n z y m e  s y s t e m s  which  are responsib le  for t he  resp i ra t ion  a n d  t he  r emova l  of su lphur .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

4 StXmme yon  Mikroorgan i smen  wurden  vergleichsweise au f  ihre F/ ihigkei t  Cys te in  zu ent -  
schwefeln  u n d  auf  ih ren  Gehal t  an  h~.mat inar t igen  P i g m e n t e n  un t e r such t .  

Die wenig  aerophi len  Mikroorgan i smen  Tbm. Delbri~cki u n d  Sbm. easel bi lden respek t ive  D(--)  
Milchsgure  u n d  eine Mischung  yon  D- u n d  L-Milchs~ure. Diese Organ i smen  s ind  beide n ich t  im  Stande ,  
Cys te in  zu en t schwefe ln  u n d  e n t h a l t e n  weder  h~Lmatinartige A t m u n g s f e r m e n t e  noch  Catalase.  

Dagegen  e n t h a l t e n  die aerophi len  Organ i smen  C u n d  Fs, welche L ( + )  Milchs~kure bilden, eine 
Cys t e in -Desu l fhydrase ,  ana log  der jenigen von  Propionibacterium pentosaeeum, Cata lase  u n d  ein 
P i g m e n t  v o m  T y p u s  Cytochrom.  Viele andere  F e r m e n t e i g e n s c h a f t e n  der  S t i imme C u n d  3 5 ~hne ln  
aber  den jen igen  yon  Tbm. Delbri~chi. 

Es  f rag t  sich nun ,  inwiefern die aeroben oder anae roben  L e b e n s b e d i n g u n g e n  dieser  Organ i smen  
die S y n t h e s e n  ihrer  E n z y m s y s t e m e ,  welche fiir d ie  A t m u n g  u n d  ffir die En t s chwefe lung  ve ran twor t -  
l ich sind,  beherrschen.  
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