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Fig. 5. Macrophage incub~ pendant 30 rain avec la suspension liposomiale, puis apr&~ lavage, incub6 durant 60 inin avec du milieu 
frais. Les liposomes intacts (L) dominent, tout en voisinant parfois avec des liposomes ouverts (Lo). • 20 000. 

pos6s aux Iiposomes. Ces vacuoles sont  charg~es de d6bris 
membrana i res ,  p r o v e n a n t  p r o b a b l e m e n t  de l iposomes 
d6grad6s et  de l iposomes identifiables,  encore referm6s. 

Des l iposomes non  d6grad6s sont  aussi pr6sents  darts 
ies vacuoles des macrophages  qui, apr6s avoir  6t6 expos6s 

la suspension l iposomiale p e n d a n t  10 ou 30 min,  on t  
~t~ rinc6s et  incubus p e n d a n t  60 ou 120 min  avec du 
milieu de cul ture  frais (fig~re 5). 11 ressor t  de ce t t e  der- 
nibre exp6rience que 2 h apr~s la phagocytose ,  les lipo- 
somes ne sont  pas  encore to ta lemel l t  d~grad6s par  les 
macrophages .  

E n  conclusion, llos r6sul ta ts  d 6 m o n t r e n t  que les lipo- 
somes son t  phagocyt6s  par  les macrophages ,  lls sont  en 
accord avec d ' au t r e s  t r a v a u x  sur l ' endocytose  des lipo- 
somes 7-1~ et  conf i rment  llos observa t ions  ant6rieures sur 
la lenteur  de la d6gradat ion  des l iposomes apr6s lear  in- 
corpora t ion  cellulaire 11. 

s G. GRE~ORrADIS et R. A. BUCKLAND, Natllre 2dd, 170 (1973). 
'~ Y. E. RAHMAN et al., Proc. Soe. exp. Biol. Med. 1d6, 1173 (1974). 

10 y.  E. RA~MAN ct B. J. WRIOHT, J. Cell Biol. 65, 112 (1975). 
11 A. MALNOJJJ et aI., 1Eiochem. Soc. Transact. 3, 730 (1975). 

Milieux h base  de poudre de musc l e  pour la num6rat ion  des m i c r o o r g a n i s m e s  prot6olytiques 

Muscle  Powder  Media for Enumerat ion  of Proteolyt ic  M i c r o o r g a n i s m s  
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Summary. New media,  w i th  ox muscle powder  as a subs t ra te ,  are proposed for e l lumera t ion  of proteolyt ic  micro-  
orgall isms in m e a t  products .  

Les mil ieux de cul ture classiques pour  la d6tec t ion  et  
la l lum6rat ion des microorganismes  pro t6oly t iques  au 
seill d ' une  popu la t ion  microbienne  sont  essent ie l lement  

base de casdine ou de gdlatine. 
La  cas6ille p e r m e t  la mise en 6vidence des microorga-  

n ismes cas6olytiques,  suscept ibles  de d6grader  les pro-  
dui ts  laitiers 1. L 'u t i l i sa t ion  de la g6Iatine est  j ustifide par  
le fai t  clue Ies 6tudes taxonomiclues  des microorganismes  
n~cess i tent  l 'u t i l i sa t ion  de snbs t r a t s  bien d6fillis. Dans  

les cas de num6rat ions ,  on doit  incorporer  ce p rodu i t  
dans  des mil ieux solides ell boites de P6tr i  (g6Iose-g61atine) 
e t  la mise en 6vidence de la g61atinolyse n6cessite l ' emploi  
de ~r6v61ateurs~ qui en p r6c ip i tan t  le subs t r a t  en t r a tnen t  
ell m~me t e m p s  la des t ruc t ion  des colonies ce micro-  
organismes.  L ' emplo i  de la g61atille ou de la cas6ille est  
li6 5. des cas bien pr6cis e t  l ' hydro lyse  de l 'une de ces 
deux  subs tances  n ' impl ique  pas fo rc6ment  pour  le micro-  
orgall isme en cause la possibili t6 de i 'hydro lyse  de l ' au t re  ~. 
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R e c h e r c h a n t  des mic roo rgan i smes  p ro t6o ly t iques  dans  
les den%es  5  ̀base  de v iande ,  il nous  est  a p p a r u  que ces 
mi l i eux  classiques ne c o n v e n a i e n t  pas  e n t i ~ r e m e n t  au  
b u t  recherch6.  C 'es t  pourquo i ,  nous  p roposons  ici des 
mi l i eux  5  ̀base  de poudre  ac6 ton ique  de muscle  de b0euf 
qu i  on t  l ' a v a n t a g e  de m e t t r e  en  6vidence Ies microorga-  
n i smes  capab les  de p r o v o q u e r  seuls la d i spa r i t i on  ou la 
solubilisatioi~ des prot6ines .  Les r6su l ta t s  o b t e n u s  g l ' a ide  
de la poudre  de muscle  son t  compar6s  & ceux  o b t e n u s  & 
l 'a ide  de g61atine e t  de cas~ine. 

Action de diff6rents microorganismes sur les trois substrats 6tudies 

Microorganisme Poudre de muscle Cas~ine G~Iatine 

Enlerobacter aerogenes - 
Klebsiella sp. - 
Escherichia coli 
Serratia rnarcescens + + + 
Proteus vulgaris + + + 
Proteus morganii - 
Micrococcus sp. 1 4- - + 
Micrococcus sp. 2 + + + 
Micrococcus luteus + + + 
Staphylococcus aureus - 27 + 
Staphylococcus epidermidis - - - 
Pseudomonas /luoreseens 4- + 4- 
A eromonas sp. - + 
Bacillus cereus + 4- + 
Bacillus licheni/ormis + + 
Bacillus subtilis + + + 
Bacillus polymyxa - + 
Bacillus brevis + 4- + 
Sporobolomyces roseus + + + 
Hansenula anomala 
Debaryomyces subglobosus 
Aspergillus niger + + + 
Cladosporium herbarum + + 

Les Ent6robact&ies, Bacillus et les Mierococcaceae sont incub6s & 
30 ~ pendant 3 jours, Pseudomonas et Aeromonas, 5. 20 ~ pendant 
5 jours. Les champignons sont incub6s & 20 ~ pendant 7 jours. 

M a l d r i e l  e l  m d t h o d e s .  P % p a r a t i o n  de la poudre  de 
muscle.  La  poudre  ac6 ton ique  de v i a n d e  de bmuf  est  ob-  
t e n u e  p a r  homog6n6isa t ion ,  5. l ' a ide  d ' u n  m i x e u r  g lames,  
d ' u n e  masse  de 100 g de muscle  de bceuf  d6barrass6  de 
ses enveloppes ,  avec  300 ml  d ' ac6 tone  & 0~ Le b r o y a t  
es t  f i l t r6 sur  pap ie r  et  Iav6 deux  fois avec  300 ml  d 'ac6-  
tone  & 0~ puis  t ro is  fois avec  300 ml  d ' 6 t h e r  6 thy l ique  
g 0~ On o b t i e n t  a ins i  une  poudre  grossi~re qui  es t  
sdchde puis  broy6e  g sec dans  u n  b r o y e u r  5  ̀billes d 'acier .  
La  poudre  es t  alors t amisde  sur  un  t a m i s  m~ta l l ique  
mail les  de 0,2 m m  af in  d '61iminer  les pa r t i e s  n o n  f i n e m e n t  
broy6es.  Cet te  p r 6 p a r a t i o n  est  reprise  p o u r  u n  d6graissage 
comple t ,  & l ' a ide  d ' 6 t h e r  6 thyl ique ,  dans  u n  appare i l  de 
Soxhlet ,  p e n d a n t  10 h. Apr6s  s6chage, on  t amise  une  
nouvel le  lois sur  t issu po lyes te r  & mail les  de 75 Fro. C 'es t  
la poudre  o b t e n u e  p a r  ce t a m i s a g e  qui  es t  utilisge p o u r  
la  confec t ion  des mi l ieux  de cul ture .  

Mil ieux de cu l tu re  p o u r  les bact6r ies .  Le mil ieu de 
cu l tu re  & base  de poudre  de muscle,  que  nous  p roposons  
pou r  les bac t6r ies  est  une  g6lose n u t r i t i v e  dans  laquel le  
la p e p t o n e  est  remplac6e  p a r  la poudre  ci-dessus. 1 g de 
p o u d r e  est  st6rilis6 & l ' oxyde  d 'd thy lgne  p e n d a n t  90 ra in  
(Proc~d6 St6rivi t)  darts u n e  fiole d ' E r l e n m e y e r  con te -  
n a n t  aussi  u n  b a r r eau  a i m a n t 6  d ' a g i t a t e u r  magn6t ique .  
Dans  une  deuxigme fiole, on  st6ril ise 5. l ' au toc l ave  (120 ~ 
20 min)  le m61ange s u i v a n t :  0,5 g d ' e x t r a i t  de v i a n d e  de 
bceuf, 0,5 g de chlorure  de sodium,  50 m l  d ' eau  distill6e. 
U n e  troisi&me fiole se r t  g la  p r 6 p a r a t i o n  d ' une  g6lose 
double :  1,5 g d ' agar ,  50 ml  d ' e au  distillde, st6rilis6e 5  ̀
120~ p e n d a n t  20 rain.  Au m o m e n t  de l 'emploi ,  le con-  
t enu  de la deux i6me fiole, a m e n d  5  ̀ la t e m p 6 r a t u r e  de 
45-50~  es t  a jou t6  a s e p t i q u e m e n t  & la poudre  sous 
a g i t a t i o n  con t inue  & l 'a ide  d ' u n  a g i t a t e u r  magn6t ique .  
L a  g61ose doub le  es t  alors a jou t6e  & 45-50~ Le mil ieu 
ainsi  homog6n6is6 est  r6pa r t i  i m m 6 d i a t e m e n t  en  boi tes  
de P6tr i .  Son p H  f inal  est  de 7. 

Le mil ieu classique g base  de g61atine est  une  g6lose 
n u t r i t i v e  5  ̀laquel le  on  a jou te  4 %  de g6lat ine.  Apr6s cul- 
ture,  la r6v61ation de l ' ac t iv i t6  g~Ia t ino ly t ique  se fa i t  en  
r e c o u v r a n t  c o m p l ~ t e m e n t  la  p l a q u e  de g6Iose du  mglange  
d o n t  la compos i t ion  est  la s u i v a n t e :  HgC12, 15 g; HC1 
concentr6 ,  20 ml ;  eau distill6e, 100 ml. La  g61atine n o n  
hydro lys6e  donne  u n  pr6cipi t6  blanc.  Les colonies g6la- 
t inase  pos i t ive  son t  alors en tour6es  d ' u n e  aureole t r a n s -  
pa ren te .  Le mil ieu pou r  cas6 inoly t iques  es t  cons t i tu6  p a r  
du ta i l  6cr6m~ g~los~. L ' h y d r o l y s e  est  caract6ris6e p a r  
l ' a p p a r i t i o n  d ' u n e  zone claire a u t o u r  des colonies. 

Mil ieux de cu l tu re  pou r  ch amp i g n o n s .  Le milieu que  
nous  p roposons  pou r  les c h a m p i g n o n s  es t  le mil ieu de 
Czapek-Dox  add i t ionn6  de 1~ de poudre  de muscle.  
L a  m~me t e c h n i q u e  de f ab r i ca t i on  que celle du mil ieu 
pou r  bac t6r ies  est  utilis6e. La  deuxi&me fiole c o n t i e n t  
alors le m61ange s u i v a n t :  saccharose,  3 g; NOaNa, 0,3 g; 
K~HPO4, 0,1 g; MgSO 4, 7H20 ,  0,05 g; KC1, 0,05 g; 
FeSO 4, 7H20 ,  0,001 g; eau distill6e, 50 ml.  Apr&s mdlange  
du  c o n t e n u  de ce t te  fiole avec  1 g de poudre  et  h o m o -  
g6n6isat ion,  on  a jou te  50 m l  de g4lose doub le  st6rile. Le  
p H  du mil ieu est  de 6. 

P o u r  m e t t r e  en  6vidence la g61atinolyse p a r  les c h a m -  
pignons ,  le mil ieu de Czapek -Dox  g61os6 es t  add i t ionn6  
de 4~ de g61atine. La  r6vd la t ion  se fa i t  de la m~me 
mani~re  qu ' i nd iqu~  ci-dessus p o u r  les bact6r ies .  Le mil ieu 
uti l is6 pou r  les bac t~r ies  es t  6ga lement  employ6 pou r  Ia 
mise en  6vidence de l ' ac t iv i t6  cas~olyt ique chez les 

Num6ration de baet6ries prot4olytiques. Certaines colonies (posi- 
tives) sont entour6es d'un halo transpa}ent repr6sentant la dis- 
parition de Ia suspension de poudre de nmscle. Culture de 72 h. 

1 F. G. MARTLEY, S. R. JAYASHANKAR et R. C. LAWRENCE, J. appl. 
Bact. 33, 363 (1970). 
D. G. AHEARN, S. •. MEYERS et R. A. NICHOLS, Appl. Microbiol. 
15, 1370 (1968). 
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champignons .  Tous les mil ieux ci-dessus sont  r~part is  
raison de 20 ml par  boite  de P6tr i  de 10 cm de diam6tre.  

Rdsultats el discussion. La poursui te  de nos recherches  
sur la prot~olyse des v iandes  n6cessi tai t  la raise au po in t  
de mil ieux plus adapt6s  ~ ce subs t ra t .  L ' a r r a n g e m e n t  
par t icul ier  e t  la composi t ion  des prot6ines de la fibre 
musculai re  laisse en effet  supposer  des modal i t6s  d ' a t -  
t aque  par  les microorganismes  diff6rentes de celles de la 
g~latine et  de la casdine. 

Le tableau ci- joint  con t i en t  les r6sul tats  ob tenus  avec 
les trois subs t r a t s  utilis6s. I1 nous  mon t re  qua l ' hydro-  
lyse d ' un  subs t r a t  n ' en t r a ine  pas  n6cessa i rement  celle 
des deux  autres.  D ' au t r e  par t ,  t o u s l e s  microorganismes  
actifs sur la poudre  de muscle  a t t a q u e n t  6galement  la 
g61atine, ce t te  derni~re propri~t6 6rant  tr~s r@andue ,  
mais  l ' inverse n ' e s t  pas  vrai. Cette  observa t ion  n ' e s t  pas  
surprenante ,  la poudre  de muscle  6 tant  un subs t r a t  plus 
complexe  qua la g~latine. 

La recherche  de mil ieux adaptds  pour  la mise en 6vi- 
dence des propridt~s pro t6oly t iques  de microorganismes  
vis ~ vis de subs t r a t s  na ture l s  par t icul iers  a 6t6 peu 
d6veloppde. Cependant ,  @ROSSBARD et  HALL a ont  pro-  
pos6 un milieu s base de prot6ines de p lan tes  et, plus 
r6cemment ,  TOM et  CRISAN ~ un milieu & l ' ex t r a i t  de 
poisson. L 'u t i l i sa t ion  de ce t ype  de mil ieux pour  la rnise 

en 6vidence et  la num6ra t ion  des microorganismes  im- 
pliqu6s dabs  la d~t6riorat ion de prot6ines  de diff~rentes 
origines semble pr6f6rable ~ celle des mil ieux classiques 
afin d 'ut i l iser  le s u b s t r a t  en accord avec celui rencontr6  
par  les microorganismes  dans  les condi t ions  naturel les .  

Deux  avan tages  p r inc ipaux  p e u v e n t  done 6tre accor- 
d6s aux  mil ieux que nous  proposons.  Ils p e r m e t t e n t  la 
num6ra t ion  des mieroorganismes  prot6olyticiues t o u t  en 
a y a n t  la possibilit6 de r6cup6rer ceux-ci.  Ceci n ' e s t  pas 
possible avec les mil ieux classiques ~ base de g61atine, 
6rant  donn6 que dans  ce cas, le r6v61ateur de la g61atino- 
lyse rue les microorganismes.  E n  second lieu, ils per-  
m e t t e n t  la raise en 6vidence des microorganismes  poss6- 
d a n t  5. eux seuls l ' 6qu ippement  enzymat ique  n6cessaire 

la d6gradat ion  du subs t r a t  complexe qu ' e s t  la poudre  
de muscle.  

L 'emplo i  de la poudre  de v iande  nous  p e rme t  de pr6- 
ciser les possibilit6s enzymat iques  des diff6rentes souches 
test6es et  par  cons6quent  leur ap t i tude  5~ d6grader  les 
prot6ines musculaires.  

a E. GROSSBARD et D. M. HALL, Nature 4859, 1119 (1962). 
4 R. A. TOM et E. V. CRISAN, Appl. Microbiol. 29, 205 (1975). 
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Summary. The da t a  ob ta ined  analyzing genera t ion  t ime, cell yield and the i r  var iab i l i ty  in d i f ferent  cul ture media  in 
diploid s t ra ins  of Saccharomyces cerevisiae demons t r a t e  the  exis tence of a b iochemical ly  de t e rmined  he tero t ic  effect, 
t h a t  could be of some re levance for the  s t u d y  of yeas t  popula t ion  genetics, as well as for the  i m p r o v e m e n t  of microbial  
f e rmen ta t ion  processes. 

In  Saccharomyces cerevisiae, genera t ion  t ime and  cell 
yield depend  on its genetic c o m p l e m e n t  and on the  chem- 
ical compos i t ion  of the  cul ture  media ;  the  var iab i l i ty  of 
these  pa rame te r s  increases wi th  heterosis  a t  least  under  
s t rong  selection pressure  ~, 2 

The exper imen ta l  condi t ion  in which  heterosis  has  
been  observed does no t  pe rmi t  an in t e rp re t a t i on  of the  
effect  a t  a b iochemical  level, since the  genes p u t  in 
he te rozygous  condi t ion  are unident i f ied  in t e rms  of the  

Medium Strains Generation F ~ Cell F b 
time~ yield~ 

1. Max TRPs/TRP 5 2 h 18' 1.0 • 10 s 
TRPJtrps_ 2 1 h 48' 5.9 • 10 s 
trp.5 2/trp5 2 1 h 54' 6.2* 2.4x 10 s 81.5"* 
TRPs/trp5 2 1 h 48' 5.9 • 10 s 
TRPs/trp5 2 SR-I 1 h 44' 0.1 3.9• 10 s 4.1" 
TRPs/TRP ~ 2 h 18' 1.0 • 10 s 
TRPs/trpa_ ~ SR-I 1 h 44' 3.9 • 10 s 
trps-2/trp5 2 1 h 54' 6.0* 2.4• 10 s 65.0** 

2. Max TRPs/TRP 5 1 h 59' 2.64 • 107 
TRPa/trpa_ ~ 1. h 47' 4.18 • 107 
trp 5 2/trps_ 2 2 h 22.3** 3.38 • 107 91.4"* 

�9 Generation time and cell yield are the mean values obtained from 
six independent cultures, b Significance of F at the 5% and 1~ level 
is indicated by * and **, respectively. 

molecular  na tu re  of the  m u t a n t  allele and of the  gene 
p ro d u c t  involved.  

In  order  to analyze heterosis  in yeas t  a t  a biochemical  
level, we have  s t a r t ed  to s tudy  genera t ion  t ime,  cell 
yield, and the i r  var iab i l i ty  in d i f ferent  cul ture media,  of 
a series of isogenic s t ra ins  of Saccharomyces cerevisiae, 
which  are made  he terozygous  for a single biochemical  
marke r  whose gene p ro d u c t  and molecular  origin (inser- 
t ion/de le t ion;  nonsense  and missense muta t ion)  are 
known.  

In  this  note  we repor t  the  da t a  ob ta ined  analyzing 
genera t ion  t ime,  cell yield and the i r  var iabi l i ty  in diploid 
s t ra ins  of Saecharomyces cerevisiae which  carry  di f ferent  
combina t ions  of the  gene TRPa, coding for the  enzyme 
t r y p t o p h a n  syn the t a se  (L-serine hydro- lyase ,  add ing  in- 
dole, EC 4.2.1.20) and of its allele trpa_ 2, which appears  
to  be due  to a nonsense  mu t a t i o n  3,4. 

Materials and methods. The media  employed  were 1. 
Medium Max (yeast  ex t rac t ,  1%;  pep tone ,  2%;  glucose, 
2% w/v) 5 and 2 ' s t ress  media ' :  2. med i u m Max wi th  
glucose reduced  to  0.02%, and 3. m e d i u m  Max wi th  5% 
e thanol  2. 

i E. I. KIVI and A. JAMES, Hereditas 48, 247 (1962). 
2 C. YVILLS, Science 160, 549 (1968). 
30.  CIFERRI, S. SORA and O. TIBO~I, Genetics 67, 567 (1969). 
4 T. R. MANNEY, Genetics 50, 109 (1964). 
5 G. E. MAGNI and R. C. yon BORSTEL, Genetics 47, 1097 (1962). 


