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F I X A T I O N  D E  L A  V I T A M I N E  B ~  P A R  L A C T O B A C I L L U S  L E I C H M A N N I I  

E T  A P P L I C A T I O N  A U  D O S A G E  D E  L A  V I T A M I N E  B ~  C O M B I N t ~ E  

D A N S  L E S  E X T R A I T S  D ' O R G A N E S  

par  

R. W O L F F  ET S. DUBOST 

Laboratoire de Chimie Biologique, Faculld de Mddecine, Nancy (France) 

La vi tamine B12 peut  se combiner en proport ions  d6finies avec certaines fractions de prot6ines 
eontenues dans un extrai t  aqueux de muqueuse  gastrique. Or, la m6thode microbiologique de dosage 
de la vi tamine B12, avec Lactobacillus leiehmannii comme organisme-test,  permet  seule de mesurer  
cette vi tamine ~ l 'dtat  libre. Cependant  un chauffage de la solution ~, 12o ° C pendan t  cinq minutes  
peut  libdrer la vi tamine de sa combinaison et il devient alors possible d'effectuer le dosage de la 
forme combinde. 

Quand il s 'agit  de doser la vi tamine B12 combin6e dans un m61ange compor tant ,  en plus de 
celle-ci de la vi tamine BI~ libre, on peut  soit calculer celle-ci par  diffdrence, en mesuran t  la vi tamine 
BI~ totale et celle prdsente ~ l '6tat  libre, soit d6barasser la solution de sa composante  libre, en fixant 
celle-ci sur un suppor t  et en mesuran t  dans la solution res tante  la forme combin6e. 

D'apr~s le premier proc6d6, en vue du dosage de la forme libre en pr6sence de la forme combinde 
il faut s 'abstenir  de tou t  chauffage de la solution, afin de respecter la forme combinde, qui est thermo-  
labile. La st6rilisation des solutions, en vue du dosage microbiologique, devrait  alors ~tre ettectu6e 
par  f l t ra t ion  sur filtre st6rilisant en verre fritt6, avec t o u s l e s  risques de pertes par  adsorpt ion que 
comporterai t  un tel t rai tement .  Mais l 'expdrience nous  a montr61, 2 que le dosage microbiologique 
avec Lactobacillus leichm~nnii peut  ~tre effectud correctement  sans aucune prdcaution d'asepsie, le 
milieu ne subissant  pendant  la dur6e de l ' incubation (3 6 h) aucune contaminat ion.  La  mdthode de 
dosage indirect nous a donn6 toute  satisfaction, mais elle pr6sente les d6fauts des m6thodes par  
diffdrence pour  les cas o~ le t aux  de B12 combin6 est faible par  rappor t  ~ celui de Blz libre. 

Le proc~d~ de fixation de BI~ libre sur un suppor t  a 6t6 utilis6 pour  la premiere fois par  HOFF- 
JORGENSEN ET BURKHOLDER3,4, 5. Ces auteurs  ont  montr6 que certaines souches de colibacilles, en 
milieu glucosd, ~ l 'dtat  non prolif6rants (resting bacteria) mais consommant  de l 'oxyg~ne, fixent la 
vi tamine B12 libre et ils ont  mis ~ profit cette propridt6 pour  doser dans un m61ange la forme combin6e. 
Mais le t ra i tement  avec le colibacille se complique, du fait qu'il  dolt 6tre effectu6 sur des solutions 
st6rilisdes A froid. 

Plus r6cemment  DAVIS ET CHOW 6 ont  c0nstat6 que de nombreuses  souches microbiennes, 
n o t a m m e n t  Lactobacillus leichmannii (ATCC No. 4797), sent  susceptibles de fixer d'assez grosses 
quanti tds de vi tamine B12. Cette fixation s'effectue facilement en solution de NaC1 ~ 8. 5 p.mille 
en milieu non sterile. 

Nous mont rons  dans le prdsent travail  que seule la forme libre est fixde dans ces conditions, 
que cette fixation est totale et qu'il  devient ainsi possible d'effectuer le dosage de la forme combinde 
sur  une solution ddbarrass~e de la vi tamine B12 libre. 

Prdparation de la suspension mierobienne. On ajoute /~ ioo ml de milieu de SKEGGS 7, ~ concen- 
t ra t ion double, le m~me volume d 'une sotution de NaC1 ~ 8. 5 p. mille, contenant  IO m ?  de BI~. 
Le milieu, de p H  6.9-7.0, est  maintenu pendant  6 min £ l 'autoclave A lO5°-1o7 ° C puis, apr&s ense- 
mencement  avec une goutte  d 'une culture de 24 h de Lactobacillus leichmannii (ATCC No. 4797), 
est port6 ~ 37 ° pendant  48 h. La culture dolt at teindre une densitd optique correspondant  ~ la division 
4o0 de l 'appareil  de Meunier (cuve de i cm d'dpaisseur). Elle est lav6e une fois avec 80 ml de solutd 
physiologique puis mise en suspension dans 4 ° ml de la mSme solution. Une telle suspension micro- 
bienne peut  6tre conserv6e pendant  sept jours au rdfrig6rateur ~ 4 ° sans perdre ses propri6tds. 

Fixation de B~2 libre sur la suspension mierobienne. On m61ange dans un tube ~ centrifuger 
ml de suspension microbienne avec 5 ml d 'une solution physiologique, dent  le t i tre en BI~ libre 

ne devra pas ddpasser 2o0 my ~o. Les tubes  sent  agitds pendant  ~.~ h ~ temp6ra ture  ordinaire et 
sent  ensuite centrifug6s. Le liquide surnageant  est alors exempt  de vi tamine B~2 libre, mais contient  
la totalit6 de la forme combin6e. 

On a constatd dans t rente essais sur  des solutions de vi tamine B12 pure, que celle-ci est dliminde 
par  un tel t rai tement .  Sur des solutions contenant  un  m61ange des deux formes de vi tamine BI~ 
on constate de m6me que ce t ra i tement  permet  d'dliminer la totalit6 de la vi tamine BI~ libre 
(Tableau I). 

Enfin le dosage de la v i tamine BI~ combin~e, par  les deux m6thodes,  fourni t  un accord satis- 
faisant  et mont re  que le t aux  de la v i tamine BI~ combin6e n 'es t  pas  modifide par  le t r a i t ement  
avec Lactobacillus leichmannii. 
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T A B L E A U  I 

DOSAGE DE B12 COMBINt~ PAR LA MI~THODE DIFFI~RENTIELLE [(b), (c), (b)-(c)] 

]~T PAR LA MI~THODE DIRECTE APR~S FIXATION DE B12 LIBRE SUR L a c t o b a c i l l u s  l e i c h m a n n i i  [(d), (e)] 

B12 BI~ 
B 1 ~ B~ ~ B~ 2 libre Diffgrence 

l~chantillon Total libre combing calculd apr~s traitement combing trouvg 
Y/g "//g Y/g % de B,2 libre Y/g % 

(a) (b) (c) (b)- (c) (d) (e) (]) 

31 256 50.4 205.6 o 2Ol - -  2.2 
25 339 96 243 2 266 + 9.5 
18 347 15 332 3 336 + 1.2 
i5a 281 lO 7 174 o 158 - - I O  

369 359 3 356 2 366 + 2.8 
37 313 14"5 298"5 2 274 - -12 .1  
38 367 9 358 I 346 - -  2.9 
39 352 o 352 3 352 o 
4 ° 198 o 198 o 187 - -  1.8 

Ces r6sultats permet ten t  de conclure que le dosage de la vitamine B12 combin6e peut  &re 
effectu6 dans un  m61ange off sont  pr6sentes les deux formes, libre et combin6e de cette vitamine, 
apr6s 61imination de la forme libre par  un t ra i tement  avec Lactobaeillus leichmannii. 
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THE INCORPORATION OF 15N-LABELLED NITROUS OXIDE 

BY NITROGEN F I X I N G  AGENTS* 

by 

MILTON M. MOZEN AND R. H. B U R R I S  

Department o/ Biochemistry, College o[ Agriculture, University o] Wisconsin, Madison, Wis. (U.S.A.) 

While s tudying the effects of various gases on the nitrogen fixing sys tem of Azotobacter vinelandii, 
MOLNAR et aL 1 found N~O to be a specific inhibitor of nitrogen fixation. Independent  studies by  
REPASKE AND W I L S O N  2, and by WILSON AND ROBERTS 3 indicated tha t  this inhibition is competitive. 
With  manometr ic  tests  the lat ter  investigators 4 could demonstra te  no assimilation of N20 by the 
A zotobacter, nor could they  show such assimilation by  supplying N~O and test ing for isotopic dilution 
in Azotobacter cells which had previously been grown on 15N 2. The most  sensitive way t~ detect  
incorporation of N20 by a nitrogen fixing organism is to supply  the organism with 15N labelled N20 
and then to test  it for its 15N excess. We wish to report  here the results of such tests. 

* Published with the approval  of the Director of the Wisconsin Agricultural Exper iment  Station. 
Supported in par t  by  a grant  from the Atomic Energy Commission. 


