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SUMMARY 

In a new series of  experiments on Bacdlus coagulans (ATCC 11.369), it was 
demonstrated that this orgamsm possesses a respiratory system with cytochromes b, 
c~, c, ( a + a 3 )  and also cytochrome o. A small decrease in the pH of  the growth medmm 
from 6,5 to 5.5 increases the respiratory activity by a factor o f  4 and reduces a varmt~on 
of  the absorption ratio [c%03 (a+a3)]/[c%6 o ( b + c ) ]  resulting m a preponderant  increase 
m the C¢6o 3 absorption. The kinetic studies of  the respiratory system synthes~s during 
the phenomenon of  "respiratory adapta t ion"  have shown that lowering the pH of  
the adapt~on me&um has the same effect. Spectral stu&es of  membrane fracnons 
(red dithlonite) with or without carbon monoxide showed a preferential synthesis of  
ox~dase a 3 

RESUMg 

Cette nouvelle s6ne de recherches sur Bacillus coagulans (ATCC 11 369) a 
permzs de montrer  qu'il poss4de un systhme resptratolre comprenant  les cytochromes 
b, Cl, c, ( a + a 3 )  et aussi le cytochrome o. Un falble abaissement du pH du milieu de 
culture, de 6,5 ~, 5,5, entraine une augmentat ion de 4 fo~s de l 'actlwt6 resp~ratoire et un 
accrolssement du rapport  d 'absorpt ion a6o3 (a--a3)/~5oo (b - -c )  d6pendant prmcl- 
palement de l ' augmentanon de C%o 3. Des essms d ' "adap ta t ion  respirato~re'" ont 
permls de suivre la cm6tlque de synth4se du syst6me respiratolre et de constater que 
l 'abalssement du pH du milieu d ' "adap ta t ion  respiratoire" exerce le m4me effet. 
L'4tude spectrale des fractions membranaires (r4duttes par dithlonite) en pr6sence ou 
non d 'oxyde de carbone permet de constater que c'est essenttellement l 'accroissement 
de la synth6se de l 'oxydase a3 qui est en cause. 

INTRODUCTION 

Chalx et Flamens ~-3 ont montr~ que B. coagulans (ATCC 11 369), bacllle 
thermophile homolact~que, est susceptible de cro~tre mdlff6remment en ana4robtose 
stricte ou en a6robiose et, dans ce dermer cas seulement, d'~tre pourvu d 'un  syst6me 
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resplrato~re para~ssant ne comporter  que deux composantes cytochrom~ques. 
Le pr6sent travail a eu tout d 'abord pour objet de pr6ciser 5. l'aide de techmques 

spectrophotom6tnques plus fines que celles pr6cedemment utlhs6es, la nature des dlff6- 
rentes composantes h6matmiques du syst6me resplrato~re de B coagulans, cult~v6 en 
a6roblose. I1 a condmt "~ mettre en 6wdence que des variations relatwement faibles 
du pH (6,5 5. 5,5) du milieu de culture ou du mlheu d '"adaptat lon respirato~re ' '4 
mfluencent la synth6se du syst6me cytochromlque et, d 'une faqon pr6pond6rante, la 
synth6se de l 'oxydase (cytochrome a3). 

MATF~RI'EL ET MI~THODES 

Souche uttlisOe: Bacillus coayulans (ATCC II 369) 3. 
Composttton des milieux 
de consert, atton des souches: mdieu g61os6 inchn4 glucose 2 o,, extrait de levure 

I o(,; peptone pancr6atlque exempte d'indole 0.1 o ,  C a C O  3 2 o ;  agar-agar 4 o~. 
des prOcultures: mdieu liqulde II d6cnt par Chalx et Flamens ~. 
des cultures aOrobtes ou anaSrobtes: glucose 5 °o; extrait de levure 1 ° o, peptone 

0.25 ",,: phosphate de potassium 0.1 °o; sulfate d ' a m m o m u m  0.12 o .  Ce mlheu est 
tamponn6 solt par du CaCO 3 2.5 o~, solt par neutralisatlon continue 5. 0 1 pH prhs, 
par pH stat 5. l'aide de K O H  2 M. 

Condittons de pr8culture et de culture 
Les pr6cultures (volume hqmde 400 ml)sont  ensemenc6es 5. partir d'une culture 

sur g61ose fraichement replqu6e et lncub6es 5. 50 °C pendant 15 h. 
Les cultures a6robles ou ana6robies sont effectu6es dans un fermenteur de type 

volsm de celul d4cnt 5 contenant 20 htres de mdieu (temp6rature 50 °C). Le taux de 
croissance est d6termm6 par mesure n6ph61om6tnque 5. 500 nm (photom6tre Coleman 
Junior). S1 le mdleu contlent CaCO3,  il est n6cessalre de 1'61imlner par une centrifuga- 
tton raptde (2 mm 5. 1000 g). 

Les rOcoltes bactOriennes 
Les r6coltes bat6rlennes sont toujours faltes en phase exponentielle de croxs- 

sance (A 0.7) par s6dlmentation (5 mln 5. 10 000 ×g)  (centrifugeuse Christ Zeta 17). 
La temp6rature ne dolt pas s'abalsser au-dessous de 20 °C car B. coayttlans, cultw6 5. 
50 °C, se lyse sous l'effet d 'un abalssement trop important de la temp6rature. Lors de 
cultures ana6robies, la r6colte est fa~te sous courant d 'Azote U. 

Fracttonnement cellulaire, preparation des membranes bact~rlennes 
B. coagulans (Gram + )  6tant sensible au lysozyme, les membranes totales 

sont s6par6es d'apr6s la m6thode d6crlte par Ferrandes 6. Ces membranes totales sont 
mlse en suspension dans une quant~t6 de tampon phosphate 0.1 M, pH 7, suffisante 
pour obtemr une pr6paration correspondant 5. 4 5. 6 mg de prot6mes par ml. 

Etude spectrophotomOtrique des cytochromes 
Etude spectrophotom6tnque 5_ l'atde d 'un spectrophotom6tre 5. double falsceau 

(L6r6s Spila DMS). 
( I ) Spectres ~ tempkrature ordmatre (a) des bacilles entiers: m6thode de Labbe 

et al.7; (b) des ~uspensions membranaires" m&hode des spectres de dlff6renceS: la 
concentration en cytochromes correspondant aux bandes d 'absorption s~tu6es 5. 
603 nm (cytochromes a-~a3) et 560 nm (cytochromes b, c1 et c) est estim6e en umt6s 
d 'absorbance par mg de prot6mes. Les spectres des d~riv6s oxycarbon6s sont r6alis6s 
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sur les pr6paratlons membrainalres d'apr~s la m6thode de Chance 9 et L. Smith ~°'27 
(2) Les spectres d basse tempkrature (Azote hqmde - 190 =C) n 'on t  6t6 effectu6s 

que sur les culots de membranes totales d 'apr6s la technique de Labbe et Chalx ~ 
Les vitesses de consomnlation d'oxygkne dtssotts 
Les vitesses de consommat lon  d 'oxyg6ne dlssous sont d6termm6es ~ I'alde 

d 'une  61ectrode de Clark (oxygraph Gilson). Elles sont expnm6es en Qo, id/mg 
prot6me par  h. 

(1) Mesure du Qo,_ dea bacilles. Elle est faite ft. 50 °C sur un 6chantillon de 0.5 ml 
pr61ev6 darts la culture additlonn6e de: 3.5 ml de tampon 0.1 M, pH 7 (volume final 
4 ml). Une addition de substrat est mutile car, h ce stade, le milieu contlent encore 
du glucose 

(2) Mesure de Qo~ des fractions membranaires (30 °C). Chaque essal d 'un  
volume total de 4 ml contlent dans du tampon phosphate 0.1 M, pH 7, 1 nag de pro- 
t6mes membranaires et N A D H  1 mM. 

Dosage des protOines bactOriennes 
Dosage des prot6ines bact6rlennes apr~s lyse totale des bacdles en mdleu hypo- 

tonique en pr6sence de lysozyme, par la m6thode de Lowry et al. ~2. 

RI~S U LTATS 

Caractkres spectraux de B. coagulans cultivO en aOrobiose 
Les enregistrements spectraux, ~t temp6rature ordmaire, obtenus avec des 

bact6ries r6colt6es en phase exponent~elle de croissance (A 0.7) pr6sentent, ~. l '6tat 
r6duit (dithionite), 2 bandes c~ asym6triques ~t 603 nm et 560 nm (Fig. 1). 

Le spectre absolu des membranes totales h l'6tat r6du~t (dithionite) h basse 
temp6rature (Fig. 2) montre:  ~ 602 nm, un plc occupant  la m~me position que les 
bandes ~ des cytochromes a+a3; ~t 562 nm, un 6paulement attribuable ~. la bande c~ 
du cytochrome b, ~ 554 nm, un plc attribuable ~ la bande 7 du cytochrome c~ ; b. 548 
nm, un 6paulement attribuable ~. la bande ~ du cytochrome c ~3, en deqh de 540 nm, 
le spectre est attribuable aux bandes ft. L '6paulement situ6 h 585 nm d6pend probable- 
ment de la pr6sence de Zn-pro toporphyr lne  14. Dans la zone des bandes Soret, iI y a, 

001 ~ 603 

s is  

C ~ 

I I 

5 5 0  n m  6 0 0  n m  

Fig. I. Spectre absolu ~ temperature ordmalre (r6ductlon par le dRhlomte) de B. coagulans r6colt6 
en phase exponentlelle de crolssance (A 0.7) sur mdleu liqmde complexe glucos6. A en a6roblose, 
mdleu neutralis6 par C a C O 3  oR par pH stat b. pH 5.5, B: en a6roblose, mdteu neutrahs6 par pH stat 
~t pH 6.5, C. en ana6roblose (pH 5 5 ou 6 5) 
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Fmg. 2. Spectre absolu ~t basse temp6rature (r6ductlon par le dlthlomte) des membranes totales de 
B coayulans r6colt6 en phase exponentlelle de croissance (A 0 7) sur md~eu hqmde complexe glucos6. 
A '  en a~roblose, mdleu neutrahs~ par C a C O 3  o u  par pH stat ~t pH 5 5, B e n  a6roblose, mdleu neutra- 
hs6 par pH stat ~] pH 6 5, C en ana6roblose (pH 5.5 ou pH 6.5) 

~, 442 nm,  une  bande  a t t r i buab l e  aux c y t o c h r o m e s  ( a - - a 3 )  et ~t 428 nm,  une  b a n d e  

d e v a n t  c o r r e s p o n d r e  aux  bandes  c o n f o n d u e s  des c y t o c h r o m e s  (b+c). 
Q u a n d  une  suspens ion  m e m b r a n a w e  (cJ. M 6 t h o d e s )  r6dul te  pa r  le d i t h ion i t e  

o u  N A D H  est t ra i t6e par  l ' oxyde  de c a r b o n e  dans  un in te rva l le  de t emps  cour t ,  30 s 

(Fig.  3, A1) ,  le spectre  de  diff6rences ( r6dui te  - C O ) / r 6 d u i t e )  pr6sente  un  c reux  ~t 

442 n m  c o r r e s p o n d a n t  p r o b a b l e m e n t  h a37 r6dmte  et un pic h 428 n m  c o r r e s p o n d a n t  

p r o b a b l e m e n t  ~t (a 3 - C O ) ] ) .  Tou te fo l s ,  si cet te  p r6pa ra t l on  est tra~t6e par  l ' o x y d e  de  

c a r b o n e  p e n d a n t  un mte rva l l e  de  t emps  r e l a t i vemen t  long:  3 m m  (Fig.  3, A2),  on  vol t  
a p p a r a i t r e  ~t 415 n m  une  b a n d e  a t t r l buab l e  ~t la c o m b i n a i s o n  o x y c a r b o n 6 e  d ' u n  cy to -  
c h r o m e  de  type  o. Le p h 6 n o m 6 n e  est h o m o l o g u e  de  celui observ6 sur  B. megaterium 15. 

Influence des variations de pH du miheu sur la synthkse du s)'stkme resptratoire de B. 
coagulans 

A y a n t  6t6 amen6s  ~, cons t a t e r  des va r i a t i ons  d ' ln tens l t6  re la t ive  des b a n d e s  
d ' a b s o r p t i o n  du  spect re  c y t o c h r o m i q u e  de B. coagulans*, nous  nous  s o m m e s  a t tach6s  

* Ces varmtlons ont 6t6 d'abord observ6es au cours d'essals cherchant b. suppnmer du mlheu 
de culture la prdsence de C a C O 3  en tant qu'agent de neutrahsat~on et h lu~ substttuer une neutrahsa- 
tlon continue par pH stat :~ pH 6.4, valeur de pH du md~eu contenant C a C O 3  a u  moment de l'ense- 
mencement. Or le contr61e du pH des cultures sur le mdleu neutralls6 par CaCO3 a montr6 que le pH 
passalt de 6.4 mmal h 5.4 au moment de la r6colte bact6rlenne, En fatt, les bact6nes cultw6es h pH 5.4 
avec ou sans  C a C O 3  pr6sentent les m6mes caract6res resplratoires. 
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Fig 3 Spectre de d~ff6rence ((r6du~te dl th lomte-COl/( r~:dmte d]th]omte)) de suspens ions  de mem-  
branes totales de B coagulans r6colt6 en phase exponent~elle de cromsance a6roble (.4 0 7) sur mdleu 
complexe glucos~ A, ~_ pH  5 5, B,/t  pH  6.5. l, Barbotage CO pendant 30 s, 2, barbotage CO pendant 
3 mln 

b, chercher les causes de telles varmt~ons A la state de nombreuses tentat~ves, nous 
avons reconnu que, dans la hmite de pH 5 b. 7 assurant un taux de croissance constant 
( l  ~ -  1.5) TM 17 un 6cart de pH relatlvement falble entraine des variations importantes 
du syst6me resplratowe. L'6tude syst6matlque de l'mfluence du pH du mlheu de cul- 
ture ou du miheu d'"adaptat~on respiratoire" a conduit aux r6sultats SUlvants. 

CaractOres du s),stdme resplratoire de B. coagulans en phase exponentte/le de 
croissance (A 0.7) sur u n  mdme milieu a diff?rents pH: 5.0, 5 5, 6.0, 6.5 et 7.0 

Les valeurs des achvit6s respirato~res mesur6es en fonct~on du pH sont don- 
n6es dans le Tableau I. On voit notamment que: dans un milieu & pH 6.5, le Qo~ des 
bacilles est 6gal 5. 148 _L: 20, le Qo_, des membranes ( N A D H  10 - 3  M) h 148 ~- 15; 

T A B L E A U  I 

Actlv]t6s resp]ratowes mesur6es pendant  la phase  exponent]elle de crolssance (A 0 7) de B coaqulans 
sur des mlheux  complexes  glucos6s de pH  dlff6rents 

Cultures a~robws neutrahs6es 

Par p H  stat par C a C 0 3  

p H  5 5,5 6 6,5 7 5,4 

Qo2 477 605 303 148 54 672 
(/,I Oz/h par m g  prot6me) 
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Fig. 4. Influence du pH du md~eu de culture sur l'mtenslt6 des bande~ d'absorptlon b. 2 603 nm 
(cytochrome a+ as) et 2 560 nM (cytochrome b-~ c) 6valu6e b. temp6rature ordma]re par spectre de 
dJff6rence r6dmte dlthlomte/oxyd6 en .lA/mg prot6mes sur des membranes totales de B coagulans 

dans le m~me miheu 5- p H  5,5, le Qo_, des bact6ries r6coltdes dans les mames condi t ions  
est 6gal b. 605 ± 20, le Qo2 des membranes  ( N A D H  10 -3 M)  b. 630 ~ 30. 

Ares1, une var ia t ion de p H  de 6.5 fi 5.5 entra~ne une augmenta t ion  de 4 lois  

du Qo.,. 
L ' lnfluence du p H  du milieu de culture sur les caract6res spectraux appa ra i t  

ne t tement  dans  les Figs 2 et 4. 
La var ia t ion  d 'mtensl t6  des bandes  c¢ cy tochromiques  (Fig. 4) (spectre de 

dlff6rence r6dulte d l th ionl te /oxyd6 des pr6para t lons  membrana l res )  est m a x i m u m  
pour  l '6cart  de p H  5.5-6.5. La bande  ~56o nm 6rant environ 2 lois  plus intense 5- pH 
5.5 qu'5. p H  6.5, la bande  ~6o3 nm 6tant environ 9 lois  plus intense 5- pH 5.5 qu'~t p H  
6.5, on VOlt que l 'effet du pH s 'exerce d 'une  fa¢on pr6pond6rante  sur la bande  C%o 3 
d6pendant  des cy tochromes  ( a + a 3 )  

Cm~ttque de la synth~se du systkme resptratotre de B. coagulans au cours du 
phdnomkne d' "adaptatton respiratoire" dtudid en fonction du pH 

Cette 6tude a 6t6 r6alis6e ~. l ' a ide  d 'une  s6rie d 'essals  ou B coagu[ans se t rouve 
dans  les condi t ions  de croissance ralentie  pr6c6demment  d6crltes ¢. Ces essais n 'on t  
6t6 r6ahs6s qu ' aux  deux pH 5 5 et 6.5 co r respondan t s  5- 1'6cart max imum des var ia t ions  
du  syst6me resp]ratolre  observ6es dans  le cas de bact6ries en cours  de phase exponen-  
tlelle de crolssance.  

B coagulans est r6colt6 5. par t l r  de cultures en ana6roble  strlcte. Apr6s avol r  
v6rlfi6 que ces bact6rles ont  un Qo2 nul et une absence totale  de spectres h6matinlques 
(Figs  I ,C et 2,C) quel qu ' a i t  6t6 le p H  du miheu de culture, les essais d ' a d a p t a t l o n  
resplrato=re (incub6s 5- 50 ~C en pr6sence d ' a l r )  permet ten t  de SUlvre en fonct lon du 
temps  d ' lncuba t lon ,  la cin6tlque de synth6se du syst6me resp]ratolre.  11 appa ra i t  que 
l 'activlt6 respl ra to l re  apr6s 3 h d ' lncubatzon est enwron  4 lois  plus 61ev6e dans  les 
essais a pH 5.5 que dans les essals h p H  6.5 (Fig. 5). Les concent ra t ions  en cytochro-  
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Fig. 5. Evolution du Qo2 et de la teneur en cytochromes de B. coaoulans, en fonct~on de la dur6e 
des essals d' "adaptation resp~rato]re'" h 2 valeurs du pH malntenues constantes h l'a]de d'un pH star. 
Qoz (,ul O2/h par mg prot6|ne) pH 5 5, • - • ,  pH 6.5, V - 7 .  Teneur en cytochromes (~lA/mg pro- 
t61ne) (d6termm6e par spectre de d]ff6rence sur une suspens|on de membranes totales. ) ; 6 0 3  nrn (a÷a3). 
pH 55, O - - Q ;  pH65,  @--@ 2S60nm (b+c) :pH 5.5 , •  - I ; p H 6 5 , [ ]  - VI. 

mes d6termin6es d 'apr6s  le spectre de d~ff6rence ~t temp6ra ture  o rdmal re  des membranes  
totales  mon t ren t  que la synthdse est plus rapide  h p H  5 5 qu'~t p H  6.5 et que l 'effet 
s t imulan t  du p H e s t  p rdpond6ran t  sur  la synth6se des cy tochromes  a + a  3 (Fig. 5) 

Estimation de l 'effet  sttmulateur de l 'abatssement du p H  de 6.5 d 5.5 sur les synthkses 
respectives des cytochromes a e t a  3 

En ut ihsant  l ' ac t ion  de l 'oxyde  de ca rbone  sur les pr6para t ions  membrana l r e s  
~. l '6tat  rdduit  (d l th loni te)  d 'apr6s  la m6thode  de Chance 9 et Smi th  1°' 15,27 notls avons  
cherch6 h ddterminer  si l ' lnfluence du  p H  s 'exer~alt  pr&6rent le l lement  sur l 'une ou 
l ' au t re  des composan tes  a ou a 3 (creux a 3 r6dmte y, 442 nm; p i c a  3 rdduite - C O  7, 
428 nm)  (F ig  3). Nous  avons ddtermin6 que le r a p p o r t  des bandes  d ' a b s o r p t i o n  ~t 2 
442 nm (creux rddulte CO/rddul te ) / (p ic  r6dui te/oxyd6) est c o m p n s  entre 0.05 et 0.15 

p H  6.5 et passe h une valeur  comprise  entre 0.30 et 0.50 ~ pH 5.5. Ces valeurs per- 
met tent  en tenant  compte  des concent ra t ions  absolues en ( a + a 3 )  (c f  Fig. 4)ca lculdes  
~t p H  6.5 et 5.5, de cons ta te r  que la var ia t ion  de p H  entra ine  un accroissement  d 'en-  
vlron 6 lois  du cy tochrome a et d ' env i ron  30 lois de l ' oxydase  a 3. Aut rement  dl t  cette 
var ia t ion  de p H  aglt  environ 5 lois  plus sur la synth~se de l 'oxydase  a 3 que sur celle 
du  cy tochrome a. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Les exp6nences d6cntes mont ren t  que B. coagulans cultlv6 en a6robiose  possdde 
un systdme cy tochromique  dont  le spectre r6duit  h basse temp6rature ,  pr6sente des 
bandes  ~ e t t '  d ' a b s o r p t l o n  situ6es aux posi t ions des cy tochromes  b, cl ,  c, (a-~a3) .  
L '6tude spectrale de prdpara t lons  membrana l re s  rddmtes (dl th loni te  ou N A D H )  en 
presence d ' oxyde  de ca rbone  a permis de donner  la preuve de l 'exlstence de 2 oxydases:  
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le cytochrome a 3 et un cytochrome o. 
Que ce so~t au cours de cultures a6robies ou au cours du ph6nom~ne d '"adapta- 

tion respiratolre", un faible abaissement de pH de 6.5 ~t 5 5 stimule la synth6se du 
syst~me respiratoire se manifestant par une augmentation de 4 fois du Qo2- Cette 
stimulation se mamfeste ausst au niveau de la synth~se du syst~me cytochromique. 
Toutefois, la stimulation de la synth6se de tousles cytochromes n'est pas la mdme pour 
toutes les composantes. En effet, l'aba~ssement de pH de 6.5/~ 5.5 n'accroit la synth6se 
de (b~-et+c) que d'environ 2 lois alors qu'elle accroit celle de (a+a3)  d'enwron 
9 lois. De plus, grace ~t l'6tude du spectre des d6nv6s oxycarbon6s, nous avons r6ussl ~t 
dlssocier l'mttuence du pH sur la synth6se du cytochrome a de celle du cytochrome a 3. 
Le cytochrome a augmente d'environ 6 lois alors que le cytochrome a 3 augmente 
d'envlron 30 fois I1 n'existe pas de corr61atlon directe entre l'accrossement du Qo,_ et 
I'accrolssement de la teneur en oxydase; ce fa~t a 6t6 maintes fois observ6 et n'a rien 
de surprenant ~ 8. 

L'lnfluence de variations tr6s hmit6es du pH extracellulalre 6.5 ~t 5.5 sur la 
synth6se des cytochromes et sur celle de l'oxydase a 3 en partlculier, n'a, ~t notre 
connaissance, jamais 6t6 mentionn6e ni chez B. coagu[ans, ni chez d'autres m~cro- 
organismes. Toutefois, il a 6t6 montr6 chez d'autres mlcroorganismes que la synth6se 
de a-~a 3 est sensible ~ d~ff6rents agents tels que: teneur en fer 19 ou en culvre 2°'21'28, 
tension en oxyg6ne d~ssout z2-24 ou concentration en glucose du miheu 25'26. Aucun 
de ces agents ne semble intervenir dans nos essals puisque B. coagulans est cultlv6 
dans un mdleu de composition constante, dans un domaine de pH o~ le taux de crois- 
sance est constant 16'17, et dans des conditions de culture ou d'adaptation respxrato~re 
ou l'oxyg6ne dissout n'est pas limltant. 
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