
530 BiOCHIMiCA ET BIOPHYSICA ACTA VOL. i l  (1953) 

PIGMENTS HI~MATINIQUES DE BACILLUS COAGULANS CULTIVI~ EN 

AI~ROBIOSE OU EN ANAI~ROBIOSE 

par  

P A U L E T T E  C H A I X  ET P A U L E  FLAMENS 

Laboratoire de Chimie Physiologique de la Facultd des Sciences, Lyon  (France) 

L'6tude syst6matique des caract~res morphologiques et biochimiques proposfs 
comme crit~res de classification bact6riologique dans la "Standard Descriptive Chart ''s, 
nous a montrfi que les organismes homolactiques pourvus de pigments h6matiniques et 
de cystfined6sulfhydrase, d6sign6s pr6cfdemment 3 sous le nom de Souches C et F 5, 
appartiennent au groupe des bacilles d6crits en I915 par HAMMERS, ", SOUS le nom de 
Bacillus coagulans, et en 1938-194o par WERKMAN ET ANDERSEN 1,11 SOUS le nom de 
Bacillus dextrolacticus. La souche C est ~ prfsent catalogu6e ~t l'"American Type Culture 
Collection" sous le nom de Bacillus coagulans Strain C (non-coagulating strain) n ° I 1,369. 

Ayant reconnu que cette souche C est capable de prolif6rer non seutement en semi- 
a6robiose mais aussi en afrobiose stricte et en ana6robiose stricte, il a paru int6ressant 
de pr6ciser l'6tat de ses pigments hfmatiniques en fonction de ses conditions de culture. 
Le spectre h6matinique de la souche C pr6c6demment d6crit 3 s e rapportait en effet 
des cultures r6alis6es dans des conditions mal d6finies de semi-a6robiose. 

Les observations d6crites ici renseignent £ la fois sur les conditions de synth~se des 
pigments h~matiniques et sur l'~volution de ces pigments en fonction de la phase de 
croissance. Elles se rapportent ~t la souche C et aussi ~ un autre B. coagulans (A.T.C.C 

lO,545). 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Dans t o u s l e s  cas, les diff6rents milieux de culture sont  st6rilis~s par  autoclavage d 'une  derni- 
heure / t  i2o °, et la croissance de B. 6oagulans a l ieu/t  une temp6ra ture  de 50 °. La r6colte et le lavage 
des masses bact6riennes sont  faits comme ant6r ieurement  3. 

Conservation des souches. Les souches de B.  coagulans A.T.C.C. lO,545 et 11,369 sont  conserv~es 
sur  milieu solide S £ l 'agar  inclind (glucose 5 % ; peptone pancrdat ique "Pro labo"  1% ; "Bacto  yeast  
ext rac t  dehydra ted  Difco" 0. 5 % ; CO3Ca 2 % ; agar 4 %). 

Prdcultures. Soit sur milieu solide S identique au milieu de conservation, soit sur  milieu liquide I 
pr6cddemment  d6crit 3, soit sur milieu liquide L: extrai t  de levure (obtenu £ par t i r  d 'une suspension 
de levure de boulangerie ~. 20 % autoclav6e 3 heures ~ 12o ° d6cant6e et filtr6e) additionn6 de glucose 
2 %, de Bacto Yeast  Ex t r ac t  Dehydra ted  Difco 0. 5 % et de CO3Ca 2 %. 

Cultures en grandes masses. Elles ont  toujours  dt6 /aites sur le milieu I I  de composit ion pr6c6- 
demment  d~crite 3. 

Cultures en anadrobiose stricte. 4 litres de milieu I I  sont  plac6s dans un ballon de 6 litres fermd 
par  un  bouchon de caoutchouc,  muni  de deux tubulures  dont  une seulement  plonge dans le liquide. 
L'61imination de l 'air est effectu~e, avan t  l 'ensemencement ,  par  passage pendan t  2o minutes  d 'un  
courant  d 'azote spdcialement garant i  par  la Soci6t6 de l" 'Air  Liquide",  Lyon (Azote IR) contenant  
au m a x i m u m  3" 10-5% d'oxyg~ne. L 'ensemencement  est fait sous courant  gazeux en soulevant  le 
bouchon en caoutchouc.  Aussit6t  apr~s, la tubulure  ne plongeant  pas dans le liquide de culture e s t  
raise en liaison avec une soupape au mercure, et le barbotage  est poursuivi  duran t  encore au moins 
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15 minutes avant la raise ~ l'dtuve. La soupape au mercure est destin6e ~ 6viter les exc~s de pression 
survenant au cours de l ' incubation par suite du d~placement de CO~ du carbonate de calcium au 
fur et ~ mesure que le milieu s'acidifie. Le carbonate de calcium est maintenu en suspension par 
agitation au cours de l'incubation. 

Cultures en ]orte atrobiose, i litre de milieu l I  est plac6 dans un ballon de 6 litres bouch6 par 
un bouchon de caoutchouc, muni de 2 tubulures dont une seulement plonge duns le liquide. Apr6s 
ensemeucement, durant toute l'incubation, la tubulure ne plongeant pus dans le liquide est branch6e 
sur une trompe ~, eau, ce qui assure le renouvellement constant de l'air du ballon qui, de plus, est 
continuellement agit6 ~, grande vitesse duns l'6tuve. 

Cultures en semi-adrobiose. 4 litres de milieu n sont plac6s duns un ballon de 6 litres; surface 
de contact du liquide avec l'air = environ 4 dm~; bouchon de coton. Le carbonate de calcium est 
mis en suspension par agitation ~ la main ~ deux ou trois reprises au cours de l'incubation. C'est 
dans de telles conditions semi-ana6robies qu'ont  6t6 faites les cultures 6tudi6es duns le pr6c6dent 
m6moire 3. 

Procddd d'~tude des pigments hdmatiniques 

Examen spectroscopique direct de la r6colte bact6rienne plac6e sous forme de pate dans un 
anneau de Scheibe entre deux lames de verre ou de plexiglass. De telles prdparatious, dont l'6paisseur 
est de 2.5 mm, sont examin6es avec le spectroscope de poche Zeiss ou avec le spectroscope A r6version 
de Hartridge. 

Examen spectroscopique de la rdcolte bact6rienne trait6e par l'hydrosulfite de sodium et par 
la pyridine duns les conditions pr6cddemment d6crites a. 

Les bact6ries trait6es ou non par rhydrosulfite de sodium et la pyridine ont 6t6 duns un certain 
nombre de cas, portdes ~ la temp6rature de - -192  ° par immersion duns l'azote liquide pendant  
7 minutes c].e; dans ce dernier cas, l'6paisseur des preparations est de I ram. 

RESULTATS 

Poss ib i l i tds  de croissance semi-adrobie ,  a~robie ou anaOrobie 

Les  c o n d i t i o n s  de  p r 6 c u l t u r e  e t  d ' e n s e m e n c e m e n t  6 t a n t  les m~mes ,  la souche  C es t  

c a p a b l e  de  se m u l t i p l i e r  a c t i v e m e n t  soi t  d a n s  u n  mi l i eu  c o n t i n u e l l e m e n t  s a tu r6  d ' a i r ,  

so i t  d a n s  u n  mi l i eu  r i g o u r e u s e m e n t  e x e m p t  d ' o x y g ~ n e .  Le  p o i d s  f ra i s  des  m a s s e s  bac -  

t 6 r i ennes  r6col tdes  d a n s  des  e x p 6 r i e n c e s  para l l~ les  e f fec tu6es  en a6robiose  s t r i c t e  ou en 

a n a 6 r o b i o s e  s t r i c t e ,  e s t  d o n n 6  d a n s  le T a b l e a u  I. 

TABLEAU I 

CROISSANCE EN AI~ROBIOSE STRICTE ET EN ANA]~ROBIOSE STRICTE 
DE BACILLUS COAGULANS (A.T.C.C. 11,369) 

- -Pr6cul tures :  milieu S -  age = 17 heures (phase exponentielle de croissance) 
- - C u l t u r e s :  milieu liquide I. 

Durde Poids #ais des rdcoltes en gramme par litre de milieu 
d' incubation 

en heures ana#obiose stricte adrobiose stricte 

12 < o.I 2.9 
20 4 4 
45 < 4 3.9 

(lyse importante) 

On  v o l t  que  la m a s s e  b a c t 6 r i e n n e  fo rm6e  est ,  d a n s  les 12 p r e m i e r e s  h e u r e s  qu i  

s u i v e n t  l ' e n s e m e n c e m e n t ,  f o r t e m e n t  acc rue  p a r  la  p r6sence  d ' o x y g ~ n e ,  m a i s  que  c e t t e  

m a s s e  s ' a c c r o l t  e n s u i t e  en ana6 rob iose  p lus  r a p i d e m e n t  q u ' e n  a6robiose ,  de  te l le  s o r t e  

que  la  m a s s e  b a c t 6 r i e n n e  fo rm6e  es t  la m ~ m e  apr~s  20 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n  d a n s  les  

d e u x  t y p e s  de  cu l tu res .  E n t r e  la  v i n g t i ~ m e  e t  la  q u a r a n t e - c i n q u i ~ m e  heu re ,  la c r o i s s a n c e  

ne  se p o u r s u i t  pas ,  les  bac i l les  s u b i s s e n t  u n e  16g~re lyse  d u n s  la  c u l t u r e  a6robie  e t  u n e  
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lyse tr0s i m p o r t a n t e  dans  la cu l ture  ana6robie.  La  souche B. coagulans lO,545 a des 
possibil i t6s de croissance ana6robie  ~t peu pros 6gale ~ celles de la sonche C. 

Pigments h~matiniques des cultures en /ortc adrobiose 

Evolution en /onction du temps de culture 

Le Tab leau  I I  donne la posi t ion du centre  des bandes  d ' abso rp t ion  rep6r6e soit  
avec le spectroscope de poche Zeiss, soit  avec le spectroscope de HARTRIDGE, les p&tes 
microbiennes  6 tant  "t l '~ ta t  r6dui t  et  ma in tenues  soit  ~t la t emp6ra tu re  ordinaire ,  soit  
/t la te rnp6ra ture  de l ' azo te  l iquide.  I1 ressor t  de ces donn6es que la souche C cult iv6e 
en a6robiose s t r ic te  pr6sente ~ l ' 6 t a t  r6dui t  un spect re  visible cor respondan t  "2 deux 
p igments  h6mat in iques :  l 'un,  t ype  cy tochrome  b~, don t  la bande  est situ6e ~ 559 m/z; 
l ' au t re ,  t ype  cy tochrome  a, don t  la  bande  se t rouve  ~ 603 mtz. Le ref ro id issement  dans  
l ' azo te  l iquide ~ - - 1 9 2 o  ne modifie pas  sens ib lement  la  posi t ion de ces bandes.  Le fai t  
que ces deux p igments  cor respondent  aux  cy tochromes  a et  b~ est confirm6 pa r  l ' ap -  
par i t ion,  apr0s t r a i t e m e n t  pa r  la pyr id ine ,  de deux bandes  respec t ivement  centr6es sur 
588 mr* (bande de l ' h6mochrome de pyr id ine  du cy tochrome  a) et  557 m/z (bande de 
l 'h6mochrome de pyr id ine  du protoh0me).  Le ref ro id issement  ~t - - 1 9 2  ° ne modifie pas  
le nombre  ni la pos i t ion  de ces bandes.  

TABLEAU II 

SPECTRI~  V I S I B L E  (A L ' I~TAT E I ~ D U I T )  OBSEEVI~ C H E Z  B A C I L L U S  C O A G U L A N S  ( A . T . C . C .  1 1 , 3 6 9 )  

CULTIVI~ E N  A N A t ~ R O B I O S E  S T R I C T E  E T  E N  A ~ R O B I O S E  S T R I C T E  

Pr6culture de I7 heures sur milieu S. 
- -  o = absence de bande d'absorption 
- -  la longueur d'onde du centre des bandes d'absorption observ6es est exprim6e en m/z. 

Cytoehrome a Cytochrome b 1 
A ge des cultures 

en heures E x a m e n  direct Hdmochrome de p y r i d i n e  E x a m e n  direct Hdmochrome de p y r i d i n e  

+ 20 ° - - 1 9 2  ° + 20 ° - - i 9 2  ° + 20 ° - - 1 9 2 o  -~ 20 ° - - 1 9 2  ° 

I. A~robies strictes 

12 603 605 587.5 587.5 561 557 557 558 
20 602 6o 4 587-5 587.5 559 560 556.5 555 
45 603.5 605 588 588 558.5 558.5 558.5 555 

ii .  Anadrobies strictes 

I 2  O O O O O O O O 

2 0  O O O O O O O O 

45 o o o o o o o o 

Des observat ions  fai tes  sur  B. coagulans lO,545 conduisent  aux  m~mes conclusions. 
Le Tab leau  I I  mon t re  en out re  que con t r a i r emen t  5, ce que l 'on observe chez la  

levure  et  B. subtilis 2, le s p e c t r e d e s  cul tures  en a6robiose s t r ic te  de B. coagulans n '6volue 
pas  en fonct ion du t emps :  le cy tochrome b 1 appa ru  apr0s 12 heures de cul ture  reste  le 
m~me cy tochrome bl apr0s 45 heures de cul ture  sans qu 'k  aucun m o m e n t  le spec t re  
du cy tochrome e n e  soit  d6celable. Cette absence d '6volu t ion  des p igments  h6mat in iques  
est  corrobor6e pa r  le fai t  que l ' h6mochrome de pyr id ine  des cul tures  de 12 heures c o m m e  
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celui des cultures de 2o ou 45 heures est dans tous les  cas un h6mochrome vert  ou 
blanchgttre, j amais rose. 

Cultures en ana~robiosc strictc 

Sur les rdcoltes provenant de culture strictement ana6robie, il n 'a  6t6 possible par 
aucun moyen de mettre en ~,vidence la pr6sence de composts h6matiniques. Les examens 
spectroscopiques directs h la ternp6rature ordinaire ou k la temp6rature de l 'azote 
liquide, aussi bien que les examens des r6coltes trait6es k la pyridine (h la temp6rature 
ordinaire ou ~ --192°) sont tous n6gatifs et ceci apr~s 12, 20 ou 45 heures de culture. 
B. coagulans cultiv6 en ana6robiose stricte et d@ourvu de cytochrome, est d 'autre  part  
capable de transformer quanti tat ivement le glucose en acide lactique; ces caract~res 
le rendent tr6s proche des bactdries lactiques vraies. 

Cultures semi-a&obies 

Les observations spectroscopiques r6alis6es k propos de chacune des nombreuses 
r6coltes semi-a6robies effectu6es au cours de ces derni~res ann6es, pr~tent aux remarques 
suivantes : Quand le milieu liquide remplit  presque totalement le r6cipient qui le contient 
(contact avec l 'air r6duit) et quand le milieu est peu agit6, aucune bande d'absorption 
n'est r6v~16e par l 'examen spectroscopique direct; mais le t rai tement par la pyridine 
donne lieu h la formation d 'nn h6mochrome dont la bande d'absorption est centr6e 
entre 547 mt* et 550 ml x. Quand le r6cipient est peu rempli et le milieu agit6 assez 
souvent h la main, il existe une bande faible centr6e vers 560 m/x, et visible par examen 
direct: cytochrome bl; la zone rouge du spectre ne contient aucune bande visible; une 
bande paraissant soit unique (centr6e snr 553.5 m/x) soit double (centr6e ~ 549 et 560 m/x) 
et visible seulement apr~s t rai tement  ~ la pyridine. Ces derniers examens ont 6t6 faits 
uniquement h la temperature ordinaire. 

CONCLUSIONS 

Bacillus coagulans dont un grand nombre de caract~res ont 6t6 pr6c6demment 
d6crits 1,a,5,9, n a des possibilit6s 6gales de croissance en a6robiose stricte et en ana6ro- 
biose stricte. La croissance en absence totale d'oxyg~ne se distingue par une tr~s longue 
p6riode el'induction. Cultiv6 en ana6robiose stricte, il ne contient aucun pigment 
h6matinique type cytochrome. Cultiv6 en forte a6robiose, il poss~de les cytochromes a 
et b 1, dont le spectre est visible indiff6remment sur des cultures ~g6es de 12, 2o et 45 
heures, sans que jamais n'apparaisse un spectre classique des cytochromes a, b e t  c. A 
tousles  ages de la culture, l 'h~mochrome de pyridine est vert ou blanchgttre, jamais rose. 

Contrairement k ce qui se passe chez les levures et B. subtilis, la synth~se des cyto- 
chromes s'arr~te aux composantes a e t  b I et n'6volue pas avec le temps. 

Dans les cultures semi-a&obies, le spectre du cytochrome a n 'est  g6n6ralement pas 
visible, le spectre du cytochrome b 1 est faible ou inapparent,  dans ce dernier cas il n 'est 
r6v616 que par le t rai tement par la pyridine. 

B. coagulans se montre devoir ~tre un materiel particuli~rement favorable k l '6tude 
de l ' induction par l 'oxyg~ne< lo de la synth~se des pigments h6matiniques, et en parti- 
culier des cytochromes a e t  b 1. 
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RI~SUMI~ 

Bacillus coagulans fourn i t  en  cu l tu res  a6robies et  ana6robies  des masses  bactSr iennes  to ta les  
p r a t i q u e m e n t  6gales. Les  cu l tures  s t r i c t e m e n t  ana6robies  son t  d6pourvues  de cy tochromes .  Les  
cu l tu res  a6robies poss~dent  les c y t o c h r o m e s  a et  b 1 qui  n ' 6 v o l u e n t  pa s  avec  le t e m p s  vers  les cy to -  
ch romes  c lass iques  a, b e t e .  Les  cu l tu res  semi-a6robies,  g6ndra lement  d6pourvues  de c y t o c h r o m e  a, 
p r6 sen t en t  u n  spec t re  de cy t och rome  b 1 d ' in tens i td  var iable .  

S U M M A R Y  

In  aerobic and  anaerobic  cul tures ,  Bacillus coagulans yields prac t ica l ly  equal  bacter ia l  masses .  
The  s t r ic t ly  anaerobic  cu l tures  do no t  con ta in  cy tochromes .  Aerobic cu l tu res  possess  c y t o c h r o m e  a 
and  b 1, wh ich  do no t  change  in t he  course of t ime  into the  classical c y t o c h r o m e s  a, b and  c. The  
semi-aerobic  cul tures ,  genera l ly  free of c y t o c h r o m e  a, give a s p e c t r u m  of cy toch rome  b I of var iab le  
in tens i ty .  

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

Bacillus coagulans l iefert  in aerobischen  und  anae rob i schen  K u l t u r e n  p r ak t i s ch  vol ls t~ndig  
gleiche bakter ie l le  Massen.  S t reng  anaerob i sche  K u l t u r e n  e n t h a l t e n  keine Cy tochrome .  Aerobische  
K u l t u r e n  bes i tzen  C y t o c h r o m  a u n d  b 1, die n ich t  m i t  der  Zeit  die k lass ischen C y t o c h r o m e  a, b u n d  e 
geben.  Halbaerobische ,  im a l lgemeinen  yon  C y t och rome  a freie K u l t u r e n  zeigen ein in der  In tens i tAt  
veri inderl iches C y t o c h r o m  b l -Spek t rum.  
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