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EXPLICATION DES PLANCHES.

PLANCHE 1.

Fig. 1.

Plaque de gélose-trioléine-chlorure (rammonium. Culture de B. fluor,

liquef. agée de 3 jours, (xrossisseineut 18ü.

Fig. 2.

Culture de B. fluor, liquef. 3ur gélose-acide oléique-nitrate de potas-

sium, agée de 3 jours. Grossissement 180.

PLANCHE 2.

Fig. 3.

Culture sur une plaque de gélose-trioléine-mtrate de potassium.

Grossissemeut 250.

Fig. 4.

Gouttelette d’acide oléique dé la flgure 2, grossi e 400 fois.
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Les Bactéries hydrolysant et oxydant les graisses.

par

E. DE Kruyff.

Bactériolodue.

§ 1. Intioduction.

On ne sait jiisqu’ici que tiès pen de choses au sujet

des ti’ansforinations que les graisses subissent dans Ie

sol, avant de rentrer dans Ie mouvement circulaire de

la nature a l’état d’acide carbonique et d’eau. Ees re-

cherches. entre autres, de Rübner ( Rübner: Ueber

Spaltung und Zersetzung von Petten imd Fettsauren in

Boden und Xahrtlüssigkeiten. Archiv tur Hygiëne, Band

88, pag. H7
) out démonlré (jue, dans Ie sol, les graisses

sont tout d’abord hydrolysées en glycerine et acide gras

libre, puis, que chacun de ces composants est oxydé en

acide carbonique et eau, cette hydratation et cette oxyda-

tion étant dues a Taction de micro-oi'ganismes
;
mais ces

microbes eux-mèmes et leiii' action sur les divers com-

posants des gi’aisses sont encore presque inconnus.

L’insuffisance de nos comiaissances d’un groupe de

micro-organismes qui jouent pourtant un röle si impor-

tant dans la nature a surtout pour cause qu’une méthode

facile et süre pour démontrer Paction de ces microbes

sur les graisses manquait jusqu’ici. 11 en résultait que

l’isolement de ces organismes donnait beaucoup de dif-

ficultés. En outre, l’oxydation des giaisses dans les

milieux de cultui'e liquides ne se fait, a cause de la
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chaleiir de combustion si élevée des acides gras, que

trés lentement. Cette chaleur est i)ar exeiiiple pour

l’acide stéarique 9429 Galeries, pour l’acide oléique 9495

Caloi’ies, tandis que pour Ie glucose par exemple elle

n’atteint que 3992 Galeries.

Le but des recherches suivantes sui' ces micro orga-

nismes était en premier lieu de tacher de trouver ime

méthode pour démontrer leur action hydrolysante et

oxydaiite sur les plaques de gélose, ensuite de trouver

ime méthode pour la culture élective, enfin d’étudier la

manière dont se fait cette oxydation des acides gras de

poids moléculaire élevé.

A ces bactéries oxydant et hydrolysant les graisses,

je propose de donner le nom de LIPOBAGTER.

§ 2. Gonstitution des plaques de gélose servant a

démontrer l’action hydrolysante et oxydante des Lipo-

bacter.

Les deux méthodes données dans la litérature pour

démontrer l’action des LIPOBAGTER sur les graisses :

celle de Eykman ( Gentralblatt für Bacteriologie 1, 1901

pag. 841) et celle de Rahx (Gentralblatt für Bacterio-

logie 2. Band. 15, pag. 422. ) se basent sur l’action

oxydante des Lipobacter et non sur leur action hydro-

lymnte. Et, comme nous l’avons vn dans l’introduction,

cette oxydation des acides gi’as ne se fait, a cause de

leur chaleur calorique élevée, que tres lentement, et

c’est ainsi qu’il faut beaucoup de temps pour l’oxyda-

tion d’une petite quantité d’une graisse quelconque.

L’oxydation totale des petites gouttelettes de graisse

suspendues dans la plaque de gélose est si lente que,

dans les cultures vieilles 'seulement, on peut constater

l’éclaircissement de la plaque et eet éclaircissement n’a

lieu que quand les bactéries croissent suffisamment vite.

Pour démontrer Taction hydrolysante de la lipase, il



est nécessaire d’ajouter au gélose iiiitritif un giycéride

dont les deux composants sont solubles dans l’eau. Je

choississais coinine giycéride la bntyrine, giycéride de l’acide

butyrique norinal, huile de la comijosition 03115(0411702^3 et

j’en ajoutais 0,5°4 au gélose nuti itif fondu, quej’agitais for-

tement avant d’en faire des plaques. Les plaques faites de cet-

te manière sont troubléesparde i)etitesgouttelettesd’huile.

Des colonies de LIPOBAOTER donnent sur ces plaques

une hydratation de la butyrine en acide butyrique et

en glycérine. Le cliamp de diffusion de la diastase

autour des colonies forine un eerde tiansparent dans la

plaque trouble. Les microbes ne sécrétant i^as de la

lipasc ne croissent pas sur des plaques ainsi composées,

ce qui est d’un grand avantage quand on vent comiJer

les Lipobacter dans un matériel quelconque. L’acide

butyrique diffuse dans la plaque entière, de sorte qu’il

ne peut arriver qiie trés i’arement que la concentration

d’acidc devienne nuisible a la croissance des colonies.

Si on craint que ce cas ne se présente, on peut rem-

placer la butyrine par le ghx-éride de l’acide oléique, la

trioléine, huile qui peut aussi servir pour démontrer

l’action des LIPOBAOTER sur les graisses. Si, aux

plaques preparées avec la trioléine, on ajoute du nitiate

de potassiuin comme source d’azote, on verra que le

champ de diffusion de la lipase autour des colonies de

Lipobacter est trés nettement indiqué, non par 1’éclair-

cisseinent de la plaque (ce qui n’arrive que plus tard
),

mais [)ar un eerde blanc, bordant le chainp de diffusion

et qui, comme 1’examen microscopique le montre, est

formé de petits aiguilles de cristaux trés fins. Oeci n’a

pas lieu avec les plaques de butyrine. Oes cristaux ne

se forment pas autour de toutes les colonies de Lipo-

bacter, mais seulement avec celles dont les bacte'iies

peuvent icduire le nitrale en nitrite. Les Lipobacter qui
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ne possèdent pas cette propi’iété se font reconnaitre sur

ces plaques par les gouttelettes de trioléine, qui, sous

les colonies, apparaissent tout-a-fait blanches, couleur düe

a la cioissance de bactéries dans rintérieur des goutte-

lettes. Toutes les huiles grasses, aussi bien que l’acide

oléique lui-même, donnent ce phenomène.

La composition des plaques de gélose est la suivante

Hutyrine ou trioléine 0r^7o
Nitrate de potassium 0,l7o

Diphosphate de potassium 0,057o
Seis inorgani(pies tracés

Gélose l,5-27o

La ligure 2 de la planche i reproduit une plaque de

gélose acide oléique nitrate de potassiuin ensemencée avec

B. fliwrescens liquefaciens a un grossissenient de 180.

Les gouttelettes d’acide oléique sont entièrenient renijdies

de cristaux. La culture était ensemencée depuis 3 jours.

La figure 3 de la planche 2 i'eproduit une culture du

même microbe sur une plaque avec de la trioléine au

lieu d’acide oléique, a un grossissement de 250. On

voit ici les cristaux se trouver aussi dans 1’espace qui

sépare les gouttelettes. La figure 4 de la même planche

nous montre une des gouttelettes de la figure 2 grossie

400 fois. La figure 1 planche 1 et la figure 3 planche

2 sont des cultures de B. fluorescens liquefaciens sous

des conditions tout-a-fait semblables, sauf que la première

contient comme source d’azote Ie chlorure d’ammonium

et la seconde Ie nitrate de potassium. Autour de chaque

gouttelette d’huile, dans Ie figure 1, s’est formée une

petite colonie.

Selon toute probabilité, ces cristaux sont des produits

de poh’mérisation de l’acide oléique en acide élaïdique

sous rinfluence du uitrite : ils ne se torment jamais

qu’avec l’acide oléique ou la trioléine et seulement en



préseiice du uitrite. Dans les cultures vieilles, ces cris-

taux sont absorbés i)ar les microbes et Ie chaiu}) de

diffusion de la diastase s’éclaircit. Les mêmes aiguil-

les se torment aussi dans les milieux de culture liqui-

des sous des conditions analogues: la quantité en est

toujours si minime, qii’il était impossible de récolter

assez de matériel pour déterminer quelques constantes

physiques ou clnmiques.

Les bactéries du groupe des LIPOBACTER sont tres

répandues dans la nature : il a été possible de les iso-

ler de sols de diverses provenance, de l’eau de i'ivière,

de l’eau d’égout, de vieux beurre, d’excréments de di-

vers animaux. Mais s’ils sont tres fréquents, ils sont,

dans ces différents milieux, en quantité si faible, que

rensemencement direct sur des plaques de gélose-buty-

rine ne donne, dans la plupart des cas, que des résultats

tres insuffisants et pour les isoler il était nécessaire

d’employer la culture élective.

§ o Méthodes pour la culture élective des LIPOBACTER.
Pour la culture élective de ces organismes, je faisais

des liquides nutritifs qui, en dehors de la source d’azote

et des seis inorganiques nécessaires, ne contenaient qu’un

des glycérides des acides gras. Comnie ces organismes,

vu la constitution des acides gras de poids moléculaire

élevé, doivent être tres aérobes, je les cultivais en couche

mince dans un Erlenmeyer et en renouvelant souvent

1’air dans les flacons. Le glycéride, en poudre trés fine,

n’était ajouté qu’après le stérilisation. La températui’e

de culture était toujours 37T Comme source d’azote

j’employais le nitrate de potassium, 1 chlorure d’am-

monium ou la peptone. Comme ghxérides j’ajoutais un

des suivants: la butyrine, la tripalmitine, la tristéarine

la trioléine ou l’élaïdine. La composition des milieux’

qe cultures liquides était:



Glycéride

Sou ree d’azote

Diphüspliate de potassium 0,05

Seis iiiorgaii.

Kau distillée

tracés

100

Pour les cultures électives, je mettais 20 c.c. dans un

Eiienmeyer et ensuite j’enseinengais avec un peu de

matériel et je cultivais a 37*’. Aj)rès deux ou trois jours,

Ie licjuide se troublait fortement et bientot les petites

particules de glycéride étaient couvertes d’une couche

de inucilage. A ce stade, je réensemengais dans un li-

quide de la inêine composition. Si, a partir de ces

secondes cultures, j’inoculais de la gélose de viande con-

tenant un peu de butyrine, je pouvais constater que Ie

liquide ue contenait (pie des bactéries oxydant et hy-

dratant les graisses.

Des cultures électives, faites de la mêine manière,

mais avec de l’acide gras libre au lieu du glycéride,

réussissent assez bien. Ici aussi on obtient après un

seul réensemencement des cultures qui ne contiennent

que des LIPOBACTER. Cette faculté de pouvoir oxyder

les acides gi’as libres de i)oids inoléculaire élevé n’appar-

tient (ju’aux bactéries du groupe des Lipobacter: pas

une seule des bactéries ordinaires du sol n’ont ce pou-

voir de consominer coinme source de carbone ces acides

gras insolubles dans Peau. Ces deux facultés : HYDRO-
LYSE DES GLYCERIDES et OXYDATION DES ACD
DES INSOLUBLES existent toujours simultanément

;
je

n’ai pas trouvé de bactéries i)ossédant une seule de ces

])ropriétés a 1’exclusion de l’autre.

Pour isoler des LIPOBACTER torraant des spoi'es

j’ai fait des cultures a temjiérature élevée (41*0 O^e

j’infectais avec du sol pasteurisé, mais saus succès.

Quoi(pie l’oxydation des acides gras de poids molé-
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ciilaire élevé, sous des conditions anaérobes, soit impos-

sible, on pouvait supposer cependant qu’il existerait

des microbes anaérobes pouvant hydrolysei’ les glycérides

et n’employer parmi les produits de cette hydratation

que la glycérine. Des essais ])Our isoler ces anaérobes

n’ont pas en de siiccès.

5^ 4. L’hydrolyse et l’oxydatlon des graisses.

r/hydrolyse des glycérides des acides gras a lieu sous

l’intluence d’une diastase sécrétée par les bactéries.

Cette diastase, la lipase, est un ferment soluble dans

l’eau et peut diffuser dans la gélose. La présence de

petites quantités d’acide ou d’alcali dans les milieux de

culture n’a pas la moindre influence, ni sur la sécrétion,

ni sur l’action de la lipase. La sécrétion de lipase est

en relation avec la nutrition. En ajoutant aux milieux

de culture une source de carbone facilement assimilable,

comme par exemple Ie glucose ou la glycérine, il est

possible de diminuor on quelquefois aussi de supprimer

tout-a-fait la sécrétion de la diastase. Tandis qu’avec

les bactéries a amylase (E. de Kruyff. Les bactéries

a amylase, Bulletin No. 3 ) l’addition de p(!ptone emp)êche

quelquefois la sécrétion du ferment, chez les LIPOBAC-

TER au contraire la sécrétion de la lipase a toujours

lieu en présence de la peptone. La quantité de lipase

sécretée sous des conditions analogues par les divers

LIPOBACTER peut diflférer beaucoup, comme Ie montre

Ie tableau suivant. Elle est en rapport avec la quan-

tité d’acide libre formé des glycérides.

Comme on Ie voit par ces chiflfres, Ie LIPOBACTER (>

sécrète beaucoup de diastase : presque tont Ie mélange

se compose d’acide libre. Chez Ie B. fluorescens li-

quefaciens au contraire la sécrétion de lipase n’est pas

si abondante : dans Ie mélange il ne se troiive qu’une

petite quantité d’acide libre.
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On pourrait croire a une préterence des LIPOBACTER
poiir certains gJycérides selon leur constitution, par

exemple selon Ie nombre des atomes de carbone, ou

selon la présence d’une doublé liaison, coinine il s’en

trouve chez l’acide oléique; mais, comme Ie montre Ie

tableau 2, il n’est pas question de semblables préférences.

Seule la quantité de butyrine oxydée est bien plus élevée

que celle des autres glycérides. La raison de cette

exception est bien claire : d’abord les deux produits de

l’hydrolyse sont solubles dans l’eau et ensuite l’efïet

calorique de l’acide butyrique est bien moins élevé que

celui des autres acides comme par exemple l’acide sté-

arique (5647 Cal. et 9429 Cal.)

Le cire d’abeille se montrait aussi assimilable par

les LIPOBACTER mais bien moins que les graisses.

(0,040 Gr. par le LIPOBACTER 6 en 12 jours.)

De quelle manière se fait cette oxydation des acides

gras par les LIPOBACTER?
Elle peut se faire par deux procédés : ou bien graduel-

lement en formant des produits intermédiaires, ou bien

directement jusqu’a l’acide carbonique et l’eau.

Pour résoudre cette question je faisais des cultures

liquides dans des Eiienmeyers de 1 Litre contenant

200 c.c. de liquide de culture. Pour être indépendant

des produits de Toxydation de la glycérine, j’employais

pour ces expériences non pas les glycérides, mais les

acides gras libres. La proportion de ces acides restant dans les

liquides de culture fut analysée de 10 jours en 10 jours.

J’avais ensemencé avec le LIPOBACTER 6, et comme
acide gras j’ajoutais ou Pacide stéarique ou l’acide oléique.

Dans aucune de ces cultures, malgré l’emploi de diverses

méthodes de recherche, il n’a été possible de démontrer

la présence de produits intermédiaires: il ne reste donc

qu’a accepter 1’idée que ces acides de poids moléculaire
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elevé sont oxydés directement en acide carbonique

et eau.

§ 5 Les LIPOBACTER isolés.

Comme nous 1’avons vu dans Ie ^ d les LIPOBACTER
n’ont pas de préférence poiir les divers glycérides ou

acides gras. 11 ne faut donc pas s’étonner si les cultures

électives avec des glycérides ou acides variés ne mon-

traient que des différences insignifiantes. Je n’ai pas

isolé des LIPOBACTER formant des spores.

Description des LIPOBACTER isolés.

LIPOBACTER No. 1.

Isolé de sol du Jardin botanique.

Forme sur la gélose de viande des colonies blanches,

visqueuses, qui possèdent un centre nettement délimité.

Sur la gélatine de viande, ce centre est gonflé. Ne
sécrète pas de trypsine. Cette bactérie fermente Ie

mannite, Ie glucose, Ie saccharose et Ie maltose et trans-

forme Ie nitrate en nitrite. Elle dédouble 1’indican et

sécrète de la lipase.

Batonnets immobiles, ne formant pas de spores, longs

de l,2-l,5^u,.

LIPOBACTER No. 2.

Isolé d’eau d’égout.

Forme sur la gélose de viande des colonies fluores-

centes. Sur la gélatine de viande des colonies avec

un bord ponctué liquifiant lentement. Ne fermente

pas les sucres, ne dénitrifie pas, ne forme pas de nitrite

Sécrète de la lipase.

Batonnets mobiles longs de 2.4a et larges de 0,6a

Ne forme pas de spores.

LIPOBACTER No. 3.

Isolé du sol.

Sur la gélose de viande, il forme des col onies blanches

un peu tluorescentes. Sur la gélatine de viande, des
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colonies transparentes avec un centre de forme irrégu-

lière. Ne sécrète pas de trypsine et ne dénitrifie pas.

Sécrète de la lipase et ne fermente pas les sucres.

Batonnet.s mobiles, longs de ne formant pas de

spores.

LIPOBACTER No. 4.

Isolé de sol et d’eau de rivière.

Sur la gélose de viande cette bactérie forme des

colonies épaisses qui, en vieillissant, se colorent en jaime.

Sur la gélatine de viande les colonies sont jaunes et

ne liquéfient pas. Ne fermente pas les sucres et ne

dénitrifie pas. Ne forme pas de uitrite. Sécrète de

la lipase.

Diplocoques larges de l,3,a.

LIPOBACTER No. 5.

Isolé du sol.

Sur la gélose de viande, il forme des colonies vis(iueuses,

couleur chair et sur la gélatine des colonies transparentes

qui ne liquéfient pas. Ne fermente pas les sucres et

forme du nitrite. Sécrète de la lipase.

BAtonnets long de 1,5a, immobiles, ne formant pas

des spores.

LIPOBACTER No. 6.

Isolé de sol, de l’eau, etc. Tres répandu dans la nature.

Forme sur la gélose de viande des colonies trans-

parentes de forme irrégulière, liquéfie la gélatine. Ne

fermente pas les sucres et ne forme pas de nitrite. Dé-

double 1’indican. Sécrète de la lipase.

Batonnets mobiles longs de 0,8a.

LIPOBACTER No. 7.

Isolé du sol et d’eau d’égout.

Sur la gélose de viande forme des colonies fluores-

centes ponctuées. Sur la gélatine de viande des colonies

transparentes, fluorescentes et liquéfiantes. Fermente Ie
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mannite, Ie glucose, Ie saccliarose, et Ie inaltose. Dédouble

Tindican et forme du uitrite. Sécrète de la lipase.

Batonnets mobiles longs de 2, Ou. et larges de 0,4a.

Ne formant pas de spores. Dans Ie bouillon la bacterie

forme des chalnes courtes.

LIPOBACTER No. 8.

Isolé du sol.

Les colonies sur la gélose de viande sont blanches et

un peu viqueiLses. Sur la gélatine de viande elles sont

transparentes comme des gouttes d’eau et ne liquéflent

pas. Fermente Ie mannite Ie glucose, Ie saccharose, Ie

maltose. Forme du uitrite et ne dénitrifie pas. Sécrète

de la lipase.

Batonnets immobiles, longs de 2,0a et large de 0,6a.

Ne forme pas de spores.

LIPOBACTER No. 9. = Bacterium fluorescens lique-

faciens.

Buitenzorg, Février 1907
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