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139. Les strbpogbnines de Lactobacillus casei 
I. Leur isolement et leur identification 

par Pierre Baudet et  Emile Cherbuliez 
(8 11 61) 

Sur un milieu tel que celui de LANDY-DICK EN^), le Lactobacillus casei ATCC 7469 
ne pousse que lentement, mais lorsqu’on y ajoute encore certains peptides originaires 
dhydrolysats partiels de protCines, p. ex. dinsuline*) ou de casCine3), on constate un 
dCveloppement trBs rapide. Les peptides qui agissent comme facteur de croissance, 
et dont divers sont maintenant bien c ~ n n u s ~ - ~ ) ,  ont CtC appelCs strCpogCnines par 
WOOLLEY 6), qui les a dCcouverts. 

Or, dans le cas dune  incubation prolongCe, le Lactobacillus casei ATCC 7469 finit 
par se dCvelopper en absence de peptides exoghes. On pouvait penser que ce micro- 
organisme produisait peu i peu hi-m&me des peptides de nature strCpogCnique, in- 
dispensables B sa complhte croissance dans le milieu utilisC. Si cela Ctait, les strkpo- 
&nines exoghnes auraient pour effet de stimuler le dCveloppement jusqu’au moment 
oh la concentration endocellulaire des strCpogCnines natives deviendrait suffisamment 
ClevCe pour permettre une pleine croissance. 

Pour vCrifier la formation Cventuelle de strdpogknines par Lactobacillus casei 
ATCC 7469, nous avons mesurC I’activitC strCpogCnique, d‘un cat6 d’un milieu de 
culture dans lequel ce microorganisme avait pouss6, milieu dCbarrassC des cellules 
bactkriennes, et de l‘autre, d u n  extrait obtenu B partir de cellules bactkriennes dC- 
barrassCes du milieu. Le milieu de culture utilisC se compose d u n  hydrolysat intCgral 
de casCine et d’un certain nombre de substances organiques et minerales pures; il 
permet de ce fait une bonne interprktation des rCsultats obtenus avec des produits 
ajoutb. 

Rappelons que 1’activitC strCpog6nique est Ctablie k l’aide de ce mCme Lactobacillus 
casei et dans le milieu nutritif LANDY-DICK EN^). La turbidit6 du milieu (devant con- 
tenir 0,05 k 0,300 mg de cellules bactkriennes par ml) A la fin de l’incubation (20 A 
24 h) est dCterminCe au nCphClom6tre. Le standard d’activitk strCpogCnique est cons- 
tituC par la fraction de foie L de WILSON’), dont 1 mg reprhsente l’unitC; elle assure 
la demj-croissance en 20 i 24 h dans des conditions standardisdes. 

L’arrCt de l’incubation est effectuC au moment correspondant & la demi-croissance 
(OJ5 mg de cellules bactCriennes par ml) de faGon qu’on puisse recueillir des cellules 
encore jeunes. Jusqu’k prCsent, tous les peptides strCpogCniques isolCs2) 3, 4, ou syn- 
thCtisCs6) se sont rCvC16s comme thermostables; nous avons donc admis A priori que 

M. LANDY & D. M. DICKEN, J.  Lab. and din. Med. 27, 1086 (1942). 
2, R. B. MERRYFIELD & D. W. WOOLLEY, J. Amer. chem. SOC. 78, 358 (1956). 
3) P. RAUDET & E CHERRULIEZ, Helv. 43, 904 (1960). 
4 ,  P. BAUDET & E. CHERBULIEZ, Helv. 43, 1795 (1960). 
6, U. W. WOOLLEY, J .  Bacteriol. 3Y, 287 (1940). 
s, R. B. MERRYFIELD & D. W. WOOLLEY, J. Amer. chem. SOC. 80, 6635 (1958). 
’) P. BAUDET & E. CHERBULIEZ, non publi6. 
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les peptides strCpogCniques recherchb tant dans le lieu de culture que dans les corps 
bactbriens le seraient aussi. Voila pourquoi nous avons rCalis6 l’arrbt de la culture 
par autoclavage A 115” durant 15 min. L’autoclavage, en mbme temps qu’il permet 
l’extraction des produits endocellulaires, a l’avantage d’empbcher une altCration en- 
zymatique secondaire des peptides puisqu’il inactive les systhmes enzymatiques endo- 
et exocellulaires. Nous ne constatons pas d’activitC strCpogCnique notable dans le 

0 

In 
milieu de culture dCbarrassC du lactobacille par centrifugation & 44000 g. Par contre, 
l’extrait aqueux obtenu par autoclavage d’une suspension aqueuse de cellules bactC- 
riennes prkalablement lavCes au NaCl 0,9% posshde une activitC strCpogCnique de 
l’ordre de 2 unit& WOOLLEY par mg. En rCpCtant l’extraction sur plusieurs lots de 
corps bacthriens provenant de cultures diffCrentes, nous avons toujours obtenu des 
activitCs trhs semblables, A la condition de travailler rapidement A partir du moment 
oh l’on isole les germes et les lave jusqu’A celui oh on les autoclave. 

L’extrait bactCrien 1yophilisC se prCsente comme une poudre jaune, hygroscopique, 
contenant en m3yenne 4,38y0 d’azote (KJELDAHL) et 0,14 & 0,17y0 d’eau (dktermina- 
tion selon K. FISCHER). L’activitC strCp@nique de ce lyophilisat se maintient in- 
altCrCe en tous cas plusieurs mois si on le consxve & l’abri de l’humiditk. I1 reprCsente 
15 & 17% du poids des cellule; bactbriennes p~sCzs apr& lavage et lyophilisation. 
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L’extrait contient au moins 24 fractions ninhydrine-positives, ainsi que le montre 
le chromatophCrogramme de la fig. 1 (dans toutes les fig. les contours des taches ont 
C t C  dCcalquCs sur les feuilles originales des chromatogrammes). Ces fractions sont 
constituCes en partie par des acides aminCs et en partie par des peptides, car leur 
traitement ilz situ sur le chromatogramme par la leucine-aminopeptidase 7) aboutit 
pour certaines taches 8. la formation de nouveaux acides aminbs. I1 est intCressant de 
signaler que sur ce chromatophCrogramme, les leucine, valine, sbrine, glycine et 
phknylalanine sont prCsents en trbs petites quantitCs, que la teneur en proline est 
faible et qu’i l’emplacement de l’alanine se trouve une tache trbs prononcke. Deux 
autres fractions, qui ne rbagissent pas B la ninhydrine, sont rCvClCes sur le chromato- 
phkrogramme par leur fluorescence jaune en lumibre ultraviolette; ce sont les sous- 
fractions d‘une bande sCparCe par Clectrophorbse L pH 6,s de l’extrait brut, bande qui 
est rendue visible par sa coloration jaune et sa fluorescence en lumihre de  WOOD^) 
(voir fig. 2). 

Pour dCmontrer qu’il s’agit d’une activitC StrkpogCnique, il fallait prouver qu’elle 
Ctait due B des peptides. Or, aprbs Clectrophorbse de l’extrait global B pH 6,5 on re- 
trouve l’activitk dans les bandes ou se localisent des peptides. L’activitk se rencontre 
encore aprbs une nouvelle Clectrophorbse a pH 2 dans des fractions constitukes de 
peptides, qui ont C M  trouvCs purs ou t r b  purifies. 

Tableau I. Fractions retzre‘es de l’extrait brut, Pludes apt% Clectrophorhe CE 30 voltslcm, 
de 1 h 30, au p H  6,5 

Quantitd d’azote total recouvrable thgoriquement : 6,5 mg 
Azote retrouv6: 2,99 mg, soit 46% 

basiques acides 1 EC-1 EC-2 EC-3 EC-6 EC-7 EC-8 1 uv’ I Fraction I 
I N ;  e n p g  . . . . I 175 216 123 I 707 I 230 224 856 I 460 I 

ActivitC 
(unit& parmg*)). I 5 6 5 1 8 1 8 8 5 1 - 

* mg de poids scc calculk sur la base de 16% d’azote pour EC-1, 2 e t  3, e t  
de 13% pour EC-5, 6, 7 e t  8. 

Pour prCparer les strCpogCnines endogbnes de Lactobacillus casei, il y a avantage 
B fractionner l’extrait brut par Clectrophorhse sur papier A 29 volts/cm, B pH 6,5. On 
obtient ainsi 8 fractions ninhydrine-positives (dCsignCes ici par EC.. .) et 1 fraction 
jaune (fraction UV.) caractCriske par sa rCaction negative avec la ninhydrine et par 
sa fluorescence (voir fig. 2). Parmi les fractions actives, EC-5 est neutre, EC-6, EC-7, 
et EC-8 sont acides, alors que EC-4, EC-3, EC-2 et EC-1 sont basiques. Les activitCs 
strCpog6niques et la teneur en azote de ces fractions sont indiquCes dans le tableau I. 

Aucune de ces fractions n’est homogbne, comme le montre leur chromato-Clectro- 
phor&se (voir fig. 3a, 3b, 3c, 3d et 3e). 

Pour l’isolement prCparatif de ces 8 fractions de l’extrait, nous soumettons simul- 
tanCment i l’Clectrophorbe, 2 pH 6,5, 6 fois 20 mg de l’extrait sur autant de feuilles 
de papier. En rCpCtant ces opkrations un certain nombre de fois, on obtient des quan- 

8) P. BAUDET, Chimia 75, 321 (1961). 
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tit& suffisantes de fractions actives pour pouvoir purifier les peptides strhpogkniques 
qu’elles contiennent (voir tableau I). 

La purification est poursuivie par Clectrophor6se A haut voltage sur papier, mais 
cette fois-ci & pH 2. EC-5 (neutre) montre alors 8 cornposants (voir fig. 4a et ta- 

0 k 
fig 36 
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bleau 11) dont 5 sont actifs. Remarquons les activitCs dCji considkrables des fractions 
EC-512 et EC-514. L'ensemble des sous-fractions actives ne contient que le 30% de 
l'azote du EC-5 engagC, tout en possCdant 95% de son activitk. Cela signifie que EC-5 
contenait encore passablement de substance inactive, 

+ 
f 

Fraction I EC-5/1 EC-5/2 EC-5/3 EC-5/4 EC-5/5 EC-5/6 EC-5/7 EC-5/8 

0 

X; enpg.  . . . 482 660 1 2 0  180 75 - 

(unit& par me*)) 1 0  50 20 50 29 0 
Activit6 

* j  mg de poids sec calculd sur la base de 137:, d'azote. 

La fraction EC-8 (acide) se partage par Clectrophorhse A pH 2 (voir fig. 4b) en 
7 sous-fractions dont seule la dernihre a une activitC strCpogCnique notable (ta- 
bleau 111). La fraction EC-7, Cgalement acide, livre 6 sous-fractions (voir fig. 4c) dont 
les 4" et 5 e  sont actives (voir tableau IV), tandis que les fractions basiques, EC-2 et 
EC-1 se partagent resp. en 9 sous-fractions (voir fig. 4e et 4f) dont certaines seule- 
ment ont une activitk (tableau IV). 
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Tableau 111. Fractions de EC-8, BluBes u p r k  LlectrophorBse 2c 34,4 voltslcm de 3 h 30, uz6 p H  2 

Fraction active 

Activit6 
(unit& par mg*)) . 

Fraction I EC-8/1 EC-S/Z EC-8/3 EC-8/4 EC-Sj5 EC-8/6 EC-8/7 

N;en,ug . . . . . . I 590 795 1000 190 80 115 40 

EC-7/4 EC-7/5 EC-l/ l  EC-1/2 EC-1/3 1 EC-Z/S EC-2/9 

66 80 I 42 58 58 i 34 15 

Activit6 
(unit& par mg*)) . . 4 4 0 8 0 60 I 

Fractions 

EC-5/1 
EC-5/2 
EC-5/4 
EC-715 
EC-1/2 

I *) mg de poids sec calcul6 sur la base de 13% d’azote. i 

Acides amin6s 

glu(1). asp(l), leu(l), val(l), pro(x), ala(l), gly(1). ser(l), lys(1) 
glu(l), asp(l) ,  leu(l), val(Z), ala(5 
glu, leu, Val, phe, gly, ser, thr, arg 
glu(l), leu(l) ,  val(l), phe(1) 
glu, Val, ala, ser, lys 

7), gly(1) 

I1 est peu probable que les activitCs de tous ces peptides soient dues i m e  sCquence 
particulibre qui leur serait commune. En effet, l’analyse des peptides strkpogkniques 
originaires d’hydrolysats partiels de protCines2) 4, ou synthCtisCs6), demontre qu’une 
spCcificitC de structure n’existe pas. 

Le fait que Lactobacillus casei produit lui-m&me des strCpogCnines sera peut-Ctre 
ti retenir lorsqu’il s’agira d‘interprkter le mode d‘action de ces peptides. Ce mode est 
encore trbs peu connu; rappelonss) toutefois que nous avons pu rendre probable que 
l’acide folique est nkcessaire pour que I’activitC des strCpogCnines exogcnes puisse se 
manifester, et que la prCsence de strCpogCnines l’est Bgalement pour que l’action de 
l’acide folique sur la croissance de Lactobacillus casei ATCC 7469 puisse avoir lieu. II 
pourrait en Ctre de mCme pour les strCpogCnines endogbnes. 

9) P. BAUDET & E. CHERBULIEZ, Actcs SOC. hclv. Sci. nat. 1959, 229. 

Tableau IV. Fraction de EC-I,  EC-2 et EC-7, tluies apr2s tlectrophorhe de 37 voltslcm. au PH 2 

*) mg de poids sec calculd sur la base de 13% d’azote pour EC-7 et de 16% d’azote 
pour EC-1 et EC-2. 

L’hydrolyse intdgrale par HC1 5,7 N de certaines des strCpog6nines ainsi isolbes, 
suivie d’un fractionnement chromato-Clectrophor6tique des hydroysats, rCv&le une 
composition assez variable en acides aminCs (voir tableau V). Dans EC-5/1 et  EC-5/5 
la deuxihme fonction acide des amino-acides dicarboxyliques doit Ctre prCsente sous 
forme d‘amide, puisque les peptides ont un caractbre neutre et qu’il n’y a pas de 
restes d’acides diaminCs. 

Tableau V. A cides amints trouvts a p r h  hydrolyse intigrale de certaines fractions actives 
(les proportions trouv6es sont indiqu6es entre parenthtses) 
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Extrait brut . . 
EC-1 . . . . . 
EC-2 . . . . . 
EC-5 . . . . . 
EC-7 . . . . . 
EC-8 . . . . . 

La croissance normale du Lactobacillus casei ATCC 7469 en l'absence de strCpo- 
gknines exogknes s'explique maintenant par la prksence de strCpogCnines endocellu- 
laires formkes au cours du dCveloppement du lactobacille. Soulignons le fait que ces 
peptides ne diffusent pas dans le milieu extdrieur. 

Partie experimentale 
I. Production des strhpogdnines par Lactobacillus casei. - Une prise de Lactobacillus casei 

ATCC 7469 conserve sur milieu agaris6 e t  peptone, contenant un jus de tomatelU), est cultivee 
20 h dans 10 ml d'un milieu liquide de m h e  composition, 2. 38" 0,l". Aprk centrifugation 
sterile, l'organisme est lave 3 fois par 5 ml d'une solution sterile de NaCl 0,9%. La turbidit6 de 
la suspension dc ces bacteries dans 10 ml de NaCl 0,9% sterile est mesuree au ne?phdlomktre 
KLETT SUMMERSON, avec le filtrc S 54. 2,5 ml de la suspension, d'une densite optique de 240, 
sont dilues dans 160 ml de NaCl 0,9% sterile (ou 2,5 x la densitd optique/240 ml, si la densit6 
optique est differente). Cette nouvelle suspension constitue l'inoculum. A 10 1 du milieu nutritif 
de LANDY-DICK EN^), on ajoute 10 ml de l'inoculum. Ce melange est hornog6neise e t  incub6 i 
38' f 0.1". jusqu'i ce que la dcnsite optique du milieu atteigne une valcur comprise entrc 180 
et  190. Cette turbidit6 correspond i 0,15 mg de bacteries par ml. 

11. Extraction des strbpogdnines des cellules bactdriennes. - Les cellules de Lactobacillus casei sont 
isolees du milieu (env. 20 1) par centrifugation B la Sharpless h 44000 g, et le culot, lavC 2 fois 
par 100 ml de NaCl 0,9yo, puis 1 fois par 200 ml d'eau distillbe. La separation des cellules s'effec- 
tue chaque fois par centrifugation 3000 t/min durant 30 min. Les bacteries ainsi l ades  sont 
suspendues dans 200 ml d'eau distillee. Cctte nouvelle suspension est aussitdt autoclavde i 115" 
durant 30 min. Apr& refroidissement, l'extrait est separd par centrifugation i 3000 t/min durant 
30 min. L'extrait est concentrd i env. 20 ml sous pression reduite i% 45" dans un Bvaporateur 
rotatifll), puis lyophilis6. On obtient ainsi en moyenne 630 mg de poudre, ce qui reprisente le 
17% du poids des cellules mises en ceuvre. 

111. Fractionncment. - 1. Electrophordse c i  kaut potentiel (voir 5), I, 1, p. 1813). 
Tampon pH 6,s: pyridine, ac. acetique et eau (en vol. 10/0,4/89,6). 
Tampon pH 2: ac. acitique, ac. formiquc et eau (en vol. 30/23/94,7) 

Tableau VI. Electrophortkes des fvactions EC retirees de I'extvait brut 

20 w3* 
1,5 w 3  
1,8 w3 
5,8 w 3  
2 "3 
7,9 w3 

Quantite 
Fraction I mg 1 papier 

*) WHATMAN No 3 .  

p, 1 volts/cm 

2 31 
2 34.4 

durie 
min 

1 h 30 
2 h 30 
2 h 30 
3 h 30 
3 h 4 5  
3 h 30 

2. Chrornato-hlectrophov2se (voir 5), 11, 5, p. 1815). Papier: SCHLEICHER et  SCHUELL 2043A, 

l re  direction : chromatographie, n-butanol, ac. acitique, H,O (en vol. 40/10/50). 
2e direction: Clcctrophorkse 2 pH 2, i 1800 volts, 2 h. 
3. Elution (voir 5 ) .  I, 2, p. 1811). 
IV. Mhthodes analytiques. - 1. Dosage bacthriologique des strhpoginines (voir 4)). 

2. RCactifs pour colorimdtrie: ninhydrine puriss. 0,4% ; 1 g de ninhydrine, 222 ml butanol 

lave. 

secondaire, 2,5 ml ac. acetique et 25 ml eau. 

10) Tryptone DIFCO 10 g, extrait de levure DIFCO 10 g .  jus de tomate (fraichement prepare) 
200 ml B pH 7,0, eau distillee 800 ml. Pour agariser le milieu on ajoute 13 g d'agar DIFCO. 

11) I,. C .  CRAIG, J .  C .  GREGORY & W. HAUSMANN, Analyt. Chemistry 22, 1462 (1950). 
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Xinhydrine puriss. 0,025~0;  25 mg de ninhydrine dans 100 ml d'ac6tone. 
3. Hydrolyse intdgrale (voir 5 ) ,  11, 3, p. 1815). 
4. Dosages des a i d e s  aminds (dosages avec la ninhydrine, voir5). II,5, p. 1815) (v. tableau V). 
Ce travail a Mn6fici6 d'une subvention de la part de la FONDATION FRITZ HOFFMANN- 

La ROCHE B laquelle nous exprimons ici encore nos trhs vifs remerciements. 

SUMMARY 

In the course of its development Lactobacillm casei ATCC 7469 produces peptides 
which exert a strepogenic activity upon its own growth. The purification of some of 
these peptides by paper electrophoresis a t  high voltage is described. 

Laboratoires de chimie organique 
et pharmaceutique de YUniversitC de Genhe 

140. Reaktionen mit lSN 

XXXVI. Konstitution und Zerfall des Nitramids 0,NJ5NHa1) 
von K.  Clusius 

(6.  V. 61) 

1. THIELE & LACHMANN, die Entdecker des Nitramids, leiteten die Konstitution 
des Korpers von seiner Entstehung aus Nitrourethanderivaten ab 2). Wegen der 
sauren Reaktion der wasserigen Losung zogen sie noch die Umlagerung in die tauto- 
mere Imidosalpetersaure in Betracht : 

0,N-NH, HO * ON=NH (1) 

Diese Auffassung wurde von HANTZSCH lebhaft kritisiert, der mit KAUFMANN eine 
vergleichende Untersuchung des Nitramids und der isomeren untersalpetrigen Saure 
durchgefiihrt hattea). Fur letztere nahm man schon damals eine symrnetrische Kon- 
stitution an, woran sich bis heute nichts geandert hat. Prinzipiell sind zwei Stereoiso- 
mere denkbar : 

(A) Nitramid (B) Imidosalpetersaure 

HON NOH 
II II 
NOH NOH (2) 

(C) untersalpetrige Saure 
(Antidiazohydrat) (D) (Syndiazohydrat) 

trans-Form cis-Form 

Die Anschauungen von HANTZSCH waren weitgehend von seinen Vorstellungen 
iiber die Konstitution aromatischer Diazoverbindungen beherrscht. Ihn beunruhigte 
ausserdem die Konsequenz, dass nach der THIELE'schen Deutung Nitramid und 

l) Reaktionen mit 15N, XXXV: Helv. 43, 2063 (1960). 
z, J .  THIELE & A. LACHMANN, Ber. deutsch. chem. Ges. 27, 1909 (1894); Ann. 288, 297 (1895). 
3, A. HANTZSCH & L. KAUFMANN, Liebigs Ann. Chem. 292, 339 (1896) ; A. HANTZSCH, ibid. 292, 

340 (1896); 296, 111 (1897); A. HANTZSCH & A. SAUER, ibid.  299, 67 (1897). 




