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I N T H O D U C T I O N  O 
D e p u i s  d e  nombreuses  a n n é e s ,  l a  S o c i C t 6  RAPIDASE 

f a b r i q u e ,  à p a r t i r  d ' u n  m u t a n t  de  B a c i l l u s  s u b t i l - i s ,  de  1 ' d -  a m y l a s e  

b a c t é r i e n n e  s u r  un m i l i e u  d e  r n a l t o d e x t r i n e s  de  m a ï s ,  complément6 

p a r  d e s  s e l s  m i n é r a u x .  

L a  prot luc  t i o n  d ' 6- amy 1n:;ct e s t  nccornp:igni,e d e p u i s  

q u e l q u e s  a n n é e s  d ' u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l n  v i s c o s i t h  tics moûts  d e  

c u l t u r e ,  c e  q i i i  g ê n e  c o n s i d 6 r a b l  crnent 1 ' & t a p e  d e  f i l  t r a t i o n  n é c e s -  

s a i r e  à l a  p r é p a r a t i o n  d e  l ' e n z y m e .  

L a  c a u s e  d e  c e t t e  a u g m e n t a t i o n  d e  v i s c o s i t é  e s t  

e n c o r e  i n c o n n u e .  E l l e  p e u t  ê t r e  d ' o r i g i n e  g é n b t i q u e ,  p a r  r n u t 2 t i o n  

de  l a  s o u c h e  employée  ou p a r  i n f e c t i o n  p h a g i q u e ,  ou ê t r e  u n  phénomene 

d ' a d a p t a t i o n  d e  l a  b a c t 6 r i e  à s o n  m i l i e u .  

L e s  c u l t u r e s  d ' u n e  a u t r e  s o u c h e  de  B a c i l l u s  s u b t i l i s  

employée  aux  E t a t s - U n i s  p r é s e n t e n t  l e  même phénomène d e  v i . s c o s i t é .  

L e s  l a b o r a t o i r e s  de  l n  S o c i é t ;  RAPIDASE o n t  r e m a r -  

qué  q u ' i l  e x i s t a i t ,  d a n s  l e s  c u v e s  p r é s e n t a n t  une v i s c o s i t é  n o r m a l e ,  

une enzyme non  i d e n t i f i é e  ( a p p e l é e  "Znzyme X"), c a p a b l e  d e  f a i r e  

d i s p a r a î t r e  l a  v i s c o s i t é  d e s  moûts  d e  c u l t u r e .  

La f e r m e n t a t i o n  d e  B ü c i l l u s  s u b t i l i s  s u r  un m i l i e u  

d e s t i n é  à p r o d u i r e  d e s  p r o t é a s e s  a donnC l e s  m e i l l - e u r s  r é s u l t a t s  

q u a n t - à  l a  p r o d u c t i o n  de  c e t t e  enzyme. Des f e r m e n t a t i o n s  s p 6 c i a l e . ~  

de  p r o d u c t i o n  dW'Enzyme X" o n t  é t é  a i n s i  p r a t i q u e e s .  
I 

Au c o u r s  d e  n o t r e  I ) . K . A .  (Z l  ) ,  n o u s  n o u s  C t i o n s  

a t t a c h é s  à l a  m i s e  a u  p o i n t  du  procCdé d e  p u r i f i c a t i o n  du p o l y s a c c h a -  

r i d e  r e s p o n s a b l e  d e  l a  v i s c o s i t é .  D e p u i s ,  l a  p o u r s u i t e  de  n o s  t r a -  

vaux a p o r t é  s u r  l a  p u r i f i c a t i o n  d e  l" 'Enzyme.X1' ,  s u r  l ' é t u d e  d e  s a  

n p é c i f i c i t é  e t  de  q i l e lq i i es  une.; d e  s e s  propr i6t .c : ; .  



Parallèlement, des travaux sur la composition du 

polysaccharide responsable de la viscosité ont é t é  effectués en 

collaboration avec SAMOR (80). 

Ces travaux ont abouti d'une part, à l'isolement 

du polysaccharide responsable de l'apparition de la viscosité des 

moûts de fermentation et d'autre part, par voie de conséquence, 

à l'identification de l'enzyme qui diminue la viscosité par hy- 

drolyse du polysacciiaride. 

Le prhsent mémoire concerne d'une part, l'exposh 

des r6sultats relatifs à l'isolement et à la structure du poly- 

saccharide que nous avons étudié en collaboration avec S R M O R ,  et 

d'autre part, la démonstration du fait que l'"Enzyme X", qui a 

pour substrat cet hét6ropolysacchnride, est une endo-N-acétylhexo- 

saminidase. 

C'est pourquoi nous ferons précéder la description 

de nos travaux personnels par la présentation du problème de l'aug- - 

mentation de la viscosité des moûts de fermentation de Bacillus 

subtilis, ainsi que d'une courte revue générale sur les polysac- 

charides libres et conjugués et sur les endoglycosidoses synthé- 

tisées par les bactéries. 
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T 

Gén6rnlitks sur l'apparition de ln viscosité au 
cours des fermentations bactériennes et de ses 
conséquences sur la production de 1 ' H -  amylase 

par Bacillus subtilis, souche Rapidase 
t 

L'apparition de la viscosité au cours des fermentations 

réalisees pour la production d'O(- amylase d'origine bactérienne, 

est un phénomène complexe dont les conséquences sur le plan indus- 

triel et commercial sont importantes. 

Un moût de fermentation visqueux est généralement impos- 

sible à traiter et seule, l.'addition d'une solution d'"Enzyme XI1, 

provoquant la diminution de la visquosite, permet de résoudre ce 

problème. 

C'est au niveau des étapes de filtration et d'ultrafil- 

tration qui permettent d'isoler 1' o(- amylase secrétée dans le 

milieu, que se produisent les difficultés. La bactérie synthétise 

un composé visqueux qui colmate les filtres. Les conséquences en 

sont : une augmentation de la durée des operations de filtration 

et le remplacement des filtres colmatés, ou encore un arrêt total 

de la production. 

Nous décrivons dans ce chapitre les caractères généraux 

de Bacillus subtilis et de la souche Hapidase. Son utilisation pour 

la production d '  O(- amylase pose le problème de l'évolution de ln 

viscosité des milieux de fermentation et de la méthodologie emplo- 

yée pour résoudre celui-ci. La production de l'"Enzyme XI1 par cette 

même souche bactérienne est un phénomène aléatoire et nous d6cri- 

rons les conditions dans lesquelles cette enzyme est synthétisée. 

1 - Caractères génhraux de Bacillus subtilis et de la souche ~aiidase 

Il existe de nombreuses variétés de Bacillus 

subtilis, Cette bactérie est communément utilisée dans les indus- 

tries de fermentation pour la production d'enzymes. 

A - Caractères ghnhraux de Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis est une bactérie sporulée, 



donnant une coloration Gram positive. Elle se présente genéralement 

sous forme de bâtonnets de 0,7 à 0,8 microns de diamètre et d'une 

longueur qui peut atteindre 3 microns. 

Cultivé sur un milieu riche en substances carbonées, 

le bacille peut donner des colonies filamenteuses. Ce type de bac- 

térie possède des cils péritriches et est gén6ralement non encapsulé. 

Elle est commune dans les sols et dans les matières organiques en 

décomposition. 

B - Caractères généraux de Bacillus subtilis souche Rapidase 

La souche de Bacillus subtllis utilisée par la So- 

ciété Rapidase est apparentée au genre amyloliquefaciens par certains 

caractères microbiologiques. Sa morphologie est variable suivant le 

milieu de culture utilisé : cette souche, ensemencée sur le milieu 

destiné à la production de l'l'Enzyme X I t ,  présente un épaississement 

des enveloppes cellulaires. 

La souche fermente sans gaz : l'arabinose, le glucose, 

le xylose et le lactose. Elle est acétolne positive et n'emploie pas 

le citrate comme source de carbone. C'est une bnct6rie aérobie stricte. 

Elle liquéfie l'amidon et la gélatine, la caseine est hydrolysée. 

Sur un milieu enrichi en maltodextrines de maïs, la synthése de 

1' o(- amylase est favorisée. 

II - Production ti'd - amylase 

A - Milieu de culture 
l 

Le milieu sur lequel est ensemencé le bacille est 

composé de maltodextrines de maïs partiellement hydrolysées et est 
2+ 

complérnenté par des sels minéraux : Mg , PO;- et NaCl. Au cours de 

la fermentation, de l'amidon est ajouté pour compenser l'appauvrisse- 

ment du milieu et pour introduire la synthèse de 1' @%- amylase. Les 

cultures sont rénlishcs dnns des fermenteurs de 60 m3. Le métabolisme 

bacterien provoque l'acidification du milieu : des corrections de pH 

sont effectuees par l'addition d'ammoniaque. La température de fer- 

mentation est de 37OC et l'aération du milieu est. constante. C'est 



une  f e r m e n t a t i o n  de  t y p e  d i s c o n t i n u ,  d o n t  l a  d u r 6 e  moyenne e s t  

d e  90 h e u r e s .  

B - M o d i f i c a t i o n s  d e  l a  v i s c o s i t é  du m i l i e u  d e  f e r m e n t a t i o n  

La d e n s i t 6  du m i l i e u  d e  f e r m e n t a t i o n  e s t  v a r i a b l e  

c a r  il e s t  n é c e s s a i r e  d ' a j o u t e r  de  l ' a m i d o n  d e  mals p o u r  p a l i e r  à 

l ' é p u i s e m e n t  du  m i l i e u  p a r  l a  b a c t é r i e .  

L ' é t u d e  d e  l a  f e r m e n t a t i o n  a u  c o u r s  du temps m o n t r e  

I q u e  l a  d e n s i t 4  e t  l a  v i s c o s i t é  du m i l i e u  é v o l u e n t  p r o g r e s s i v e m e n t .  
l 
l V e r s  ltcj h e u r e s  d e  f e r m e n t a t i o n ,  l a  v isco: ; i tG tiu m i l i e u  augrnerite , 
l 

a l o r s  s e n s i b l e m e n t  p o u r  a t t e i n d r e  a p r c s  60 h e u r e s ,  J O  à 35 c e n t i -  

p o i s e s  ( f i g u r e  1 ) .  Le m i l i e u  d e v i e n t  a l o r s  i m p o s s i b l e  à t r a i t e r  

p o u r  i s o l e r  l ' a  - a m y l a s e .  

P o u r  p o u v o i r  i s o l e r  c e t t e  enzyme,  l n  v i s c o s i t é  

moyenne du m i l i e u  d o i t  s e  s i t u e r  e n t r e  5 e t  10 c e n t i p o i s e s .  

Deux rnFthodes *,ont u t i l i s é e s  p a r  l a  SocitbL6 Ra- 

p i d a s e  p o u r  t l iminuer  l a  v i s c o s i t t 5  d e s  moûts  d e  f e r m c n t a t ~ o u .  P i l l e s  

c o n s i s t e n t  e n  l ' a d d i t i o n  a u  moût v i s q u e u x  : 

- d ' u n e  p a r t i e  a l i q u o t e  d ' u n e  f e r m e n t a t i o n  "Enzyme X" 

p r é p a r é e  e n  même temps  que  l a  f e r m e n t a t i o n  

" O(- amylase" .  

- d'"Enzyme X" s o u s  fo rme  d e  p o u d r e  a t o m i s 6 e .  

III - P r o d u c t i o n  dtt 'Znzyrnc X" - 

La p r o d u c t i o n  d'"Enzyme X" a C t < x  p n r t i c u l i é r e m e n t  

é t u d i h e  c a r  c e t t e  enzyme e s t  n é c e s s a i r e  a u  t r a i t e m e n t  d e s  p r o d u c t l i o n s  

d '  0(- a m y l a s e .  

A - M i l i e u  de  c u l t u r e  

Il s ' a g i t  du m i l i e u  d e  c u l t ' i l r e  d e s t i n e  à l a  p r o -  

d u c t i o n  de  p r o t é a s e s  à p a r t i r  d e  l a  même s o u c h e  d e  B a c i l l u s  s u b t i l i s .  

Ce m i l i e u  se  compose d ' a m i d o n  d e  m a l s  e t  l a  s o u r c c  

d ' a z o t e  e s t  l e  " c o r n - s t e e p " .  I l  e s t  complémentc'l e n  s e l s  m i n é r a u x .  
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Figure :l Evolution de la viscosité du milieu de fermentation 

de  Bacillus subtilis (souche Rapidase) 



Le volume d e s  f e r m e n t e u r s  e s t  de 5 , 6  m3 e t  l e  vo- 
3 lume f i n a l  du rnoGt.de f e r m e n t a t i o n  a t t e i n t  3 m . 

B - C o n d i t i o n s  de s e c r é t i o n  de l '"Enzyme X" p a r  B a c i l l u s  s u b t i l i c i  

L ' a p p a r i t i o n  de l'"Enzyme X" s e  f a i t  pendant  l a  

phase  e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e  a p r è s  1 0  à 15 h e u r e s  de fe r rnenta-  

t i o n .  C e t t e  a p p a r i t i o n  e s t  un phénomène f u g a c e ,  en  e f f e t ,  a p r è s  

e n v i r o n  15 h e u r e s  de  c u l t u r e ,  l a  f o r c e  d'enzyme commence à d i m i n u e r  

e t  d i s p a r a î t  v e r s  25 h e u r e s  de f e r m e n t a t i o n  ( f i g u r e  2 ) .  

S e l o n  l ' é v o l u t i o n  du pH du milieu d e  c u l t u r e ,  on 

peu t  d é f i n i r  q u a t r e  t y p e s  gén6raux  de f e r m e n t a t i o n .  

1 - Type 1 
l 

La f i g u r e  3 montre l ' a p p a r i t i o n  de l ' a c t i v i t é  

"Enzyme X" e n  f o n c t i o n  d e s  v a r i a t i o n s  de  pH n u  c o u r s  du temps. 

Le pH s e  m a i n t i e n t  v e r s  6,5 - 6 , 7  pendant  5 h e u r e s  

p u i s  descend n a t u r e l l e m e n t  v e r s  6 , % 0  - 6 , 3 0  l o r s q u e  l a  f e r m e n t a t i o n  

a t t e i n t  6 à 7 h e u r e s  d ' â g e .  E n t r e  8 e t  1 0  h e u r e s ,  l e  pli remonte  

v e r s  6 , 5  - 6,7. Nous a s s i s t o n s  e n s u i t e  à une c h û t e  du pH du m i l i e u  : 

l e s  v a l e u r s  du pli s o n t  e n t r e  6 , 3  e t  6 , 5  e t  r e s t e n t  c o n s t a n t e s  d e  

1 0  à 12 h e u r e s .  

L ' a p p a r i t i o n  de l '"Enzyme X" s e  f a i t  l o r s  de l a  

deuxième d i m i n u t i o n  de pH e t  l a  s e c r é t i o n  e s t  maximale au c o u r s  de 

l a  p h a s e  de  s t a b i l i s a t i o n .  

2 - Type II 

L e s  ~ r e m i é r e s  phases  du p r o f i l  d ' b v o l u t i o p  d u  pfI  

s o n t  i d e n t i q u e s  au  t y p e  ~ r é c é d e n t .  S e u l e ,  l a  phase  de s t a b i l i s a t i o n  

du pH a p r è s  8 h e u r e s  de  c u l t u r e  ne s e  d é r o u l e  p a s  e t  l e  pH ne c e s s e  

de d é c r o î t r e .  Ce t y p e  d ' é v o l u t i o n  ne donne p a s  l i e u  à l a  p r o d u c t i o n  

d  ' "Enzyme XI'. 

3 - Type III 

Ce t y p e  e s t  idt?nt iqi l t .  :iii t y p e  I I I .  I ,n chi î t c  f l n n l c  l 
d e  pII e s t  c o r r i g k e  piir ' l ' a d d i t i o n  d'ammoniaque j i i squ '6  c e  qu'  i l  l 
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Figure 2 Production de I ' " ~ n z ~ r n e  X l1 en fonction 

d ~ ~ t e r n p s  de fermentation 
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Figurez3 Produrt ion de 1 '  Enzyme X en fonction des différents types 
d'évolution du pH du milieu de culture 

- activité " ~ n z ~ r n e  X "  
pH 

1 correction de pH 



a t t e i g n e  d e s  v a l e u r s  c o m p r i s e s  e n t r e  6 , 3  e t  6,4. Le pH s e  m a i n t i e n t  

a l o r s  n a t u r e l l e m e n t  e t  l ' a c t i v i t é  "Enzyme X" a p p a r a î t .  

4 - Type  I V  

L e s  c o r r e c t i o n s  d e  pII s o n t  i n a c t i v e s .  La b a c t é r i e  

e s t  i n c a p a b l e  d e  m a i n t e n i r  l e  pH du m i l i e u  à u n e  c e r t a i n e  v a l e u r  e t  

l a  p r o d u c t i o n  d l  "Enzyme X" n e  s ' e f f e c t u e  p a s .  

I V  - C o n c l u s i o n s  

L ' é t u d e  d e s  f e r m e n t a t i o n s  " &- a m y l a s e  bac  t é r i e n n e "  

e t  "Enzyme XI1  s o u l è v e  d e u x  p r o b l è m e s  m a j e u r s  q u i  s o n t  1 ' a p p a r i t i o n  

d e  l a  s u b s t a n c e  r e s p o n s a b l e  de  l a  v i s c o s i t é  e t  l a  p r o d u c t i o n  d e  

l ' e n z y m e  q u i  d i m i n u e  c e t t e  v i s c o s i t é .  

L ' i d e n t i f i c a t i o n  d e  l a  s u b s t a n c e  v i s q u e u s e  F e r -  

m e t t r a  d ' e x p l i q u e r  sa p r é s e n c e  d a n s  l e s  m i l l e u x  de  f e r m e n t a t i o n  

N- a m y l a s e  e t  d e  t e n t e r  d e  c o n n a î t r e  l e s  c o n d i t i o n s  e x a c t e s  d e  s a  

p r o d u c t i o n  p a r  l a  b a c t é r i e .  L ' é t u d e  de  sa s t r u c t u r e  n o u s  r e n s e i g n e r a  

s u r  l e  mode d ' a c t i o n  e t  s u r  l a  n a t u r e  d e  l ' l l%nzyme X I ' .  

C e s  d e u x  p r o b l è m e s  s o n t  é t r o i t e m e n t  l i é s ,  c ' e s t  

p o u r q u o i  il é t a i t  n é c e s s a i r e  de  l e s  t r a i t e r  p n r ; ~ l l è l e m e n t .  



G ' n i x r : i l  i tGr, z i i r  1 cn c o n s  t i 1ii:int :, 

ri icin\>r.nrinircs d e  13ricil.lus : ; u b t i l i  :; 

L e s  d i f f é r e n t e s  e n v e l o p p e s  b a c t 6 r i e n n e s  o n t  u n e  

i m p o r t a n c e  c o n s i d é r a b l e  p o u r  c e u x  q u i  u t i l i s e n t  l e s  m i c r o o r g a n i s -  

mes à d e s  f i n s  de  f e r m e n t a t i o n s  i n d u s t r i e l l e s .  En e f f e t ,  t o u t e s  

a l t e r a t i o n s  d e  l n  s t r u c t u r e  d e  c e s  e n v e l o p p e s  p r o v o q u e n t  d e s  mo- 

d i f i c a t i o n s  d e s  p r o p r i é t b s  b i o l o g i q u e s  de  l a  b a c t e r i e .  C e l l e s - c i  

p e u v e n t  ê t r e  d 6 l i b 6 r é r n e n t  p r o v o q u é e s  p o u r  i n d u i r e  l a  s y n t h ; s e  p r 6 -  

f é r e n t i e l l e  d e  c e r t a i n s  composFs k l a b o r 6 s  p a r  lt m i c r o o r [ ; a n i s m e .  

Mais e l l e s  p e u v e n t  ê t r e  parfol : ;  f o r - t u i t e u  e t  l e s  d 6 s a v a n t n g e s  oc-  

c a s i o n n 6 s  s o n t  a l o r s  p r é j u d i c i n t ) l e s .  

L ' e t u d e  d e s  c o n s t i t u n n t : ;  d e s  e n v e l o p p e s  b a c t 6 r i e n n e s  

a p r i s ,  d e p u i s  l o n g t e m p s ,  une  e x t e n s i o n  c o n s i d é r a b l e  c a r  l e s  r é s u l -  

t a t s  o b t e n u s  p e r m e t t e n t  d ' u n e  p a r t ,  d ' e x p l i q u e r  c e r t a i n s  phénorn6nes 

b i o 1 o ~ : i q u e s  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  s o n t  d ' u n e  u t i l  i t 6  a p p r é c i a b l e  p o u r  

l a  t a x o n o m i e  b a c t é r i e n n e .  

En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  c o n s t i t u a n t s  r n e m b r a n a i r e s  de  

B a c i l l u s  s u b t i l i s ,  n o u s  a l l o n s  resurner  n o s  conn:xiç:iûnces a c t u e l l e s  

à p r o p o s  d e  l a  s t r u c t u r e  e t  du r ô l e  : 

- du p e p t i d o g l y c a n e  

- d e s  a c i d e s  t é ï c h o l q u e s  e t  t é l c h u r o n i q u e s  

- d e s  d i v e r s  p o l y s a c c h a r i d e s  b a c t e r i e n s .  

A l a  s u i t e  dr.s t r a v a u x  d e  CiJ;i;riIrJ:; e t  H A R R I S  ( 7 8 ) ,  il 

e s t  é t a b l i  q u e  l e s  p a r o i s  d e s  b a c t h r i e s  g r a m - p o s i t i v e s  s e  compoqen t  

t o u t e s  d ' u n  p o l y m è r e  c o n s t i t u é  d e  I V - a c é t y l - g l u c o s a m i n e  ( 3  - O - D 
c a r b o x y é t h y l g l u c o s a m i n e )  e t  d e s  a c i d e s  a m i n é s  s u l v a n t s  : a l a n i n e ,  

a c i d e  g l u t a m i q u e ,  l y s i n e  e t  a c i d e  d i u m i n o p i m é l i q u e  (D.A.P.). 

Ce p o l y m è r e  a é t é  i m p r o p r e m e n t  a p p e l 6  murGine,  muco- 

p e p t i d e ,  mais d e s  a u t e u r s  comme SII'ARON e t  JEAIILOZ (811 ,  p r e f è r e n t  

l u i  d o n n e r  l e  nom de  : g 1 y c o s a m i n o p e p t i . d e .  

C h p 7 ,  R n c i l  l i in  : ~ i i b t i l  i:; ,  Ic p c p t  icloh:l y<.:iric. ( > i < t .  forni6 

(le t ro i : ;  p : i r t i e s  ( f i t ~ i i r i ?  11 ) : 



unité disaccharidique 

c O 
1 CH20H 

I 
CH20H 

I @ CC120H I ,,,OH I 

1 

l 
l 
1 

l I C-c 
I NAc 

3HC-CH I 3 ~ ~ - ~ ~  I 

C=O 
LIH 9O -0 

NH 

- I 
I I 

L-ala L-ala 

I 
D. glu 

I 
D-glu 

l I 
chaîne L.lys ou D_A.P L.lys ou D.A.P 

pept idique ' /  ID. da] D-ala 
I 

D-ala 

I - 
D. ala pont interpeptidique 

I 
D. ala 

Figure : 4 Structure du pept idoglycaiie de 

Bacillus subt ilis et spécif ité d'action de : 

1 -  lysozyme 
2. endo.N.acéty lg lucos~~mit~k 

, 3, endo,N,a~étylrn~irainyl.L.alariii~e amidase 



1 - Un p o l y s a c c h a r i d e  c o n s t i t u i .  de  I n  r h p 6 t i t i o n  du d i -  

mère  : N - a ~ é t ~ l - ~ - ~ l u c o s a m i n e - ~ - (  1-4 ) - a c i d e  N-acé ty l - rnurarnique . 
L a  l i a i s o n  e n t r e  c h a q u e  u n i t é  d e  r é p é t i t i o n  e s t  du t y p e  p ( 1  - 4 ) .  

2 - Chaque r é s i d u  d ' a c i d e  muramique e s t  s u b s t i t u é  p a r  un 

p e p t i d e  d o n t  l a  c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  a m i n e s  e s t  : L - a l a n i n e ,  L- 

l y s i n e ,  a c i d e  ~ l u t a r n i q u e  e t  1' a c i d e  d i a r n i n o p i m & l  i q u e  (IIUGHES e t  

a l  ( 4 1 ) ) .  La l i a i s o n  e n t r e  ' l e  r 6 ç i d u  d e  L - a l a n i n e  e t  l e  g r o u p e m e n t  - 
c a r b o x y l e  d e  l ' a c i d e  rnilramique d e  l a  c h a î n e  p o l y s n c c h a r i d i q u e  e s t  

du t y p e  a m i d e .  

3 - Un p o n t  i n t e r p e p t i d i q u e  composé ,  c h e z  B a c i l l u s  ç u h t i l i s ,  

d e  q u a t r e  à c i n q  r é s i d u s  de  D - a l a n i n e ,  j o i n t  l e s  p e p t i d e s  p r é c é -  

demment d é c r i t s  p o u r  c o n f é r e r  a u  p e p t i d o g l y c a n e  une s t r u c t u r e  r é -  

t i c u l é e .  G é n é r a l e m e n t ,  ].ri l i a i s o n  i n t r i i  oii i n t e r c ; l t 6 n a l r e  s e  f a i t  
1 

e n t r e  un  r é s i d u  d e  D - a l a n i n e  e t  l ' a c i d e  d i a m i n o p i m é l i q u e .  

KELEMEN e t  ROGERS ( 5 0 )  o n t  d é t e r m i n é  l a  l o n g u e u r  rno- : 
l 

y e n n e  du c h a î n o n  d i s a c c h a r i d i q u e  : N - n c ~ t y l ~ l u c o s a r n i n e - a c i d e  N- 

a c é t y l r n u r a r n i q u e .  E l l e  e s t  d e  1,03 nm. En 1973, W A R D  ( 9 5 )  a  c a l c u l é  

l a  g r a n d e u r  moyenne d ' u n e  c h a î n e  de  p e p t i d o g l y c a n e  : 100 à 2 0 0  nm ; 

il y a u r a i t  donc  95 A 195 u n i t é s  d i s a c c h a r i d i q u e s  p a r  c h a î n e .  

En c o n c l u s i o n ,  l ' a s s o c i a t i o n  de  c e s  d i f f é r e n t s  com- 1 
p o s a n t s  c o n f è r e  u n e  s t r u c t u r e  r é t i c u l é e  t r i d i m e n s i o n n e l l e .  La 

c o n d e n s a t i o n  du p e p t i d e  e t  d e  l a  p a r t i e  g l y c a n n i q u e  du p e p t i d o -  

g l y c a n e  d o n n e  à l a  p a r o i  b a c t k r i e n n e  s e s  c a r a c t è r e s  d ' i n s o l u b i l i t é ,  

d e  r i g i d i t E  e t  de  r é s i s t a n c e  a u x  t r a i t e m e n t s  r n b c a n ~ q u e ç .  La r u p t u r e  

d ' u n e  l i a i s o n  g l y c o s i d i q u e  ou p e p t i d i c l u e  p r o v o q u e  I n  s o l u b i l i s n t i o n  

d e  l ' é d i f i c e  m a c r o m o l é c u l a i r e  (GHUYSEN e t  a l  ( 3 5 ) ) .  I l  e s t  à n o t e ;  - 
q u ' a u c u n  d e  c e s  a u t e u r s  n ' a  m i s  e n  é v i d e n c e  un  c a r a c t è r e  p a r t i c u l i e r  

d e  v i s c o s i t é  d e  c e s  c o n s t i t u a n t s .  

Mais  l a  s t r u c t u r e  de  l a  p a r o i  b a c t é r i e n n e  e s t  cornplcxe 

c a r  d e  nombreux a u t r e s  p o l y m è r e s ,  e n  p a r t i c u l i e r  l e s  a c i d e s  t 6 ï c h o f -  

q u e s  e t  t é Y c h u r o n i q u e s ,  s o n t  a s s o c i é s  & c e t t e  s t r u c t u r e .  



- I'j - 

k - D é f i n i t i o n  l 

, 

Le nom d ' a c i d e s  t é i c h o ï q u e s  a  e t 6  d o n n é  à un g r o u p e  
l 
I 

d e  p o l y m è r e s  c o n t e n a n t  du p h o s p h o r e ,  i s o l é  d e s  p a r o i s  e t  d e s  c o n s -  
l t i t u a n t s  c e l l u l a i r e s  d e s  b a c t é r i e s  G r a m - p o s i t i v e s .  
l 

C e s  p o l y m è r e s  s o n t  f o r m é s  d e  l n  r b p b t i t i o n  d ' u n i t é s  

d e  g l y c é r o l  o u  de  r i b i t o l - p h o s p h a t e ,  l i é e s  e n t r e  e l l e s  p a r  d e s  l i a i -  

s o n s  p h o s p h o d i e s t e r s .  G é n é r a l e m e n t ,  l e s  a c i d e s  t é i c h o l q u e s  s o n t  , 

s u b s t i t , u é s  p a r  d e s  r é s i d u s  d ' o s e s  ou e s t k r i f i h s  p a r  d e  l a  D - a l a n i n e .  

Chez  l e s  b n c t é r i e s  g r a m - p o s i t i v e s ,  l e s  a c i d e s  t é i -  l 

c h o ï q u e s  r e p r é s e n t e n t  j u s q u ' à  6 0 ~ 1 0 0  du p o i d s  s e c  d e s  p a r o i s  

(ARMSTRONG e t  - a l  ( 7  ) ) .  

ARCHIBALD e t  a l  ( 5  ) d i s t i n g u e n t  d e u x  t y p e s  d ' a c i d e s  - 
t é i c h o l q u e s  : 1 

- l e s  n c i t i e c  t é i c h o l q u e s  p n r i & t , n u x  c o n s t i t u 6 s  s o i t  

d e  r i b i t o l ,  s o i t  d e  g l y c é r o l .  

- l e s  a c i d e s  t é i c h o l q u e s  " i n t r a c e l l u n l i r . e s " ,  l o c a -  

l i s é s  e n t r e  l a  p a r o i  e t  l a  membrane d e  p r o p o p 1 a s t . e .  
1 

Ce s o n t  g e n é r n l e m e n t  d e s  p o l y m é r e s  d e  g l u c o s y l -  

g l y c é r o l - p h o s p h a t e .  

S v  il c o n v i e n t ,  s e l o n  BADL)ILEY ( 8 ) , d e  d i s t i n g u e r  

l e s  a c i d e s  t é i c h o l q u e s  d e s  p o l y m è r e s  c o n t e n a n t  d e s  s u c r e s  1 - p h o s p h a t e ,  1 
l 

o n  p e u t  c l a s s e r  d a n s  c e  g r o u p e  l e s  a c i d e s  l i p o t ~ i c h o ï q u e ç  d e s  b a c -  1 
t r r i e s  g r a m - n e g a t i v e s  r 6 s u l t a n t  d e  l ' a s s o c i a t i o n  d ' a c i d e s  t é i c h o ï q u e s  i 
a v e c  d e s  l i p i d e s  e t  p o s s é d a n t  l e s  mêmes p r o p r i é t b s  b i o l o g i q u e s .  

L e s  a c i d e s  t é i c h o l q u e s  i ç u l C s  de  - ~ 3 a c i l l u s  s u b t i l j s  

p-ir ARMSTRONG e t  a l  ( 7 )  s o n t  d e  t y p e  r i b i t o l .  P a r  c o n t r e ,  une  nu- - 
t r e  souche ,  NCTC 3610, d k c r i t e  p a r  BURGER e t  G L A S E R  (12), ne  r e n f k r m e  

q u e  d e s  a c i d e s  g l y c é r o l - t é i c h o i q u e s .  

B - I s o l e m e n t  d e s  a c i d e s  t é i c h o ï a u e s  d e  B a c i l l u s  s u b t i l i s  

Dès 1960, ARMSTRONG e t  a l  ( 7  ) i s o l e n t  d e s  a c i d e s  - 
t C i c h o ï q u e s  c o n s t i t u é s  de  r i b i t o l ,  d e  g l i ~ c o s e  c t  d e  1 ) - a l a n i n e  e n  

I . J - : I ~  I . ! I I I  1 1 V:I f ) (~ t*o i : ;  di> 1111(: i I I  11 : ;  :;III) 1. i 1 i :; 1):) t. 1 ' !I(. 1 l 1 -  i ( * I I  l OI.C):I(*;,- 

t , iqiie I ' r u i t i  A uric c o r i c e i i t r : ~  t i o n  cie 10p100. 

I , e s  cornpos&i, o b t e n u s  s o n t  s o l i i i ~ l r ~ ! ;  r ians  1 'e ; i t~  e t  
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Figure: 5 Structure des acides ribitol- téichoiques trouvés , 
dans la paroi de Barillus sclbtilis 



p r é c i p i t a b l e s  p a r  l ' é t h a n o l  ou l ' a c é t o n e  (WICKEN ( 9 6  ) ) .  Ils s e  , 

p r é s e n t e n t  a l o r s  s o u s  f o r m e  d e  p o u d r e  b l a n c h e .  l 

ARCIIIBALD e t  BADljILEY ( 6 ) o n t  e x t r a i t  d e s  a c i d e s  l 

1 

t é i c h o y q u e s  e n  t r a i t a n t  l e s  p a r o i s  b n c t 6 r i e n n e s  p a r  d e s  s o l u t i o n s  I 
l 

a q u e u s e s  d e  p h é n y l h y d r a z i n e  à pH 7. I ls o b t i e n n e n t  d e s  p o l y m è r e s  I 

i n t a c t s  p u i s q u e  l e s  l i a i s o n s  p h o s p h o d i e s t e r s  e t  g l y c o s i d i q u e s  n e  , 

s o n t  p a s  d é g r a d é e s  p a r  c e t  a g e n t  c h i m i q u e .  

C - S t r u c  t i i r e  d e s  a c i d e s  t 6 i c h o l q u e : ;  d c  Bac1 1 1  11s s u b t i l i s  

7 -  A c i d e s  r i b i t o l - t é i c h o ï q u e s  

La f i g u r e  5 donne  une  r e p r é s e n t a t i o n  sd18mat ique 

d e s  a c i d e s  t é i c h o ï q u e s  à r i b i t o l  i s o l é  de  l a  p a r o i  d e  B a c i l l u s  

s u b t i l i s  p a r  ARMSTRONG e t  a l  ( 7 1. - 
L e s  r é s u l t a t s  de  1 ' o x y d a t i o n  p & r i o d i q u e  de  c e  

p o l y m è r e  i n d i q u e n t  q u e  l e  g r o u p e m e n t  h y d r o x y l e  e n  4 d u  r i b i t o l ,  

e s t  s u b s t i t u é  p a r  u n  r é s i d u  d e  g l u c o s e .  L e s  & t u d e s  e n z y m a t i q u e s  

m o n t r e n t  q u e  l a  l i a i s o n  O - g l y c o s i d i q u e  e s t  du t y p e  . P 
Le r é s i d u  d e  D - a l a n i n e  e s t  a s s o c i é  5 c e  p o l y m è r e  

p a r  une l i a i s o n  e s t e r ,  l a b i l e  e n  m i l i e u  a l c a l i n .  

L e s  a c i d e s  g l y c G r o l - t é i c h o ï q u e e  

G é n e r a l e m e n t  s i t u é  e n t r e  l a  p a r o i  e t  l a  membrane 

c y t o p l a s m i q u e ,  c e  t y p e  d e  p o l y m è r e  a  é t i i d i 6  c h e z  ci iff i lrente. . ;  

s o u c h e s  d e  B a c i l l u s .  

L ü  f i g u r e  6 r6sume l e s  d i v e r s e s  s t r u c t u r e s  é t a l  

b l i e s .  

HAMADA e t  a l  (371, e n  1971, o n t  i s o l é  de B a c i l l u s  - 
s u b t i l i s , v a r .  a m y l o l i q u 6 f ü c i e n s 1  un p o l y m è r e  composé d e  O(-D-glucose 

e t  d o n t  l a  f o n c t i o n  h y d r o x y l e  du c a r b o n e  3 du g l y c 6 r o l  e s t  e n g a g é e  

dans  l a  l i a i s o n  p h o s p h o d i e s t e r .  

l ,a  s o u c h e  d e  H a c i l l u s  siit)tillr; v a r .  n i g e r ,  & t u d i c e  

p a r  d e  BOXR c t  a l  ( 2 0 )  , s y n t h 6 t i . s ~  tir...; nc i dc : ;  L F i  ct-ioi'cliic-?:; I)o:;:;6tl:irit - 
tl(:s r 6 s  i t lus  tie 0(-1)-t;lucone rnni.5 clont 1 n 1 i ; i i : ;or i  r,lio:ij)hodic.i; t c r  :;P 

f a i t  a v e c  l ' h y d r o x y l e  du c a r b o n e  2 du g l y c é r o l .  



Bacillus - - - - - - - - - - - - -  subtilis var. arnyloliquefaciens 
! 

Bacillus stearot hermophilus - - - . . - - - - - - - - - - - - - - -  - - - -  

F iyure : 6 Structure des acicles ylycérol-t&ic~l~'iques 
trouves daris différentes souclies de 

Baci l l~is 



Un a c i d e  t b i c h o ï q u e  d o n t  l e s  r b s i d u s  d e  g l u c o s e  o n t  

l a  c o n f i g u r a t i o n  p, a  é t é  i s o l e  de  B w c i l l u s  s t 6 n r o t h e r m o p h i l u s  p a r  

AI\IIIEHSON e t  AHCIIIBALL) ( 3 ) . 

D - L i a i s o n  a c i d e s  t é i c h o ï q u e s - p e p t i d o [ ; l y c a n e  

L a  n a t u r e  d e s  m é t h o d e s  e m p l o y e e s  p o u r  e x t r a i r e  l e s  

a c i d e s  t é i c h o ï q u e s  s u g g è r e  q u e  c e u x - c i  s o i e n t  l i b s  d e  m a n i è r e  c o -  

v a l e n t e  a u  p e p t i d o f ; l y c a n e .  YOUNG e t  - a l  (101 ) m o n t r e n t  que l ' e x t r é -  

m i t 6  p h o s p h a t e  t e r m i n a l e  d e s  a c i d e s  t é i c h o ï q u e s  e s t  i m p l i q ~ i é e  d a n s  

c e t t e  l i a i s o n .  

A R C H I B A I J D  e t  BADIIILEY ( 6 ) p r o u v e n t  q u e  c e t t e  l i a i s o n  

e s t  s t a b l e  l o r s q u ' o n  t r a i t e  l e s  p a r o i s  p a r  l a  p h 6 n y l h y d r n z i n e  à pl1 

n e u t r e .  Ces  a u t e u r s  p e n s e n t  q u e  l e  g r o u p e m e n t  p h o s p h a t e  t e r m i n a l  

e s t  e n g a g é  d a n s  une  l i a i s o n  d e  t y p e  p h o s p h o d i e s t e r  a v e c  l e  r é s i d u  

NI1 d e  l a  g l u c o s a m i n e  ou de  l ' a c i d e  muramiyue ,  e n  p o s i t i o n  t e r m i -  2 
n a l c  r 6 d u c t r i c e  d a n s  l e  p e p t i d o g l - y c a n e .  

En 1972, MAUCK e t  GLASER (63) o n t  c o n f i r m é  q u e  l e s  

a c i d e s  t é i c h o ï q u e s  d e  B a c i l l v s  s u b t i l i s  v a r .  n i ~ c r  s o n t  l i é s  d e  ma- 

n i e r e  c o v a l e n t e  a u  p e p t i d o g l y c a n e  e n  v o i e  d e  s y n t h è s e .  Ce t y p e  de  

l i a i s o n  s e  r e t r o u v e  c h e z  B a c i l l u s  l i c l ~ e n i î o r n i s  ( W Y K E  e t  WARD (q)). 

L a  l i a i s o n  acide:; t t ? i c h o ï q u e s  - p e p t i d o g l y c a n e  con-  

f k r e  à l a  p a r o i  s e s  p r o p r i é t é s  p h y s i o l o g i q u e s  : r ô l e  d e  p r o t e c t i o n  

e t  d e  c o n t r ô l e  de  l n  p e r m b a b i l i t é  aux  i o n s .  

I,a p r é s e n c e  d ' c i c i d e s  tC icho ic l i l c s  l i b s  ail p e p t i d o g l y -  

c a n e  p e r m e t ,  s e l o n  LAMBERT e t  a l  ( 5 2 ) ,  de  m a i n t e n i r  nu  n i v e a u  de - 
l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e ,  un  e n v i r o n n e m e n t  i o n i q u e  e n  c a t i o n s  d i v a -  

l e n t s  q u i  s o n t  n é c e s s a i r e s  nu f o n c t i o n n e m e n t  d e s  enzymes  de  l a  , 
p a r o i  e t  d e  l a  membrane c y t o p l a s m i q u e .  

S i  l e s  p r o p r i é t é  s é r o l o g i q u e s  d e s  a c i d e s  t é i c h o ï q u e s  

i n t r a c e l l u l a i r e s  de  d i f f é r e n t e s  s o u c h e s  de  s t r e p t o c o q u e s  f u r e n t  

t r è s  t ô t  é t u d i é e s  (WICKEN e t  BADDILEY ( 9 7 ) ) ,  c e  s o n t  l e s  t r a v a u x  

d e  DAVISON e t  - al ( 1 9 )  q u i  o n t  m o n t r é  q u e  l e s , p r o p r i é t é s  irnrnunolo- 

g i q u e s  e t  c h i m i q u e s  d e s  a c i d e s  t é i c h o ï q u e s  de  l a  p a r o i  p e u v e n t  ê t r e  

u t i l i s é e s  à l a  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  d i v e r s e s  s o u c h e s  dc staphylocoques. 

A11curi tic:; ; i i l tc?urs prbc6dcmrncnt c i  l,(,s ~ i c  mc L Lorit t..n 

v a l e u r  u n  c a r a c t è r e  p a r t i c u l i e r  de  v i s c o ç i t b  d e  c e s  p o l y m e r c s  pa- 

r i é t a u x .  



III  - P o l y s a c c h n r i d c s  b a c t é r i e n s  p o s s c d n n t  d e s  s u c r e s  a m i n b s  

A - L e s  a c i d e s  t k i c h u r o n i q u e s  

L o r s q u e  l a  b a c t é r i e  c r o î t  s u r  un  m i l i e u  c a r e n c é  

e n  i o n s  p h o s p h a t e s ,  l a  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  d e  l a  p n r o i  s u b i t  d e  

p r o f o n d e s  m o d i f i c a t i o n s .  

Ln 1 9 6 7 ,  JANCZIlRA e t  a l  ( 4 5 )  o n t  i s o l é  de  R a c i l l u s  - 
s u b t i l i s  ensemencé  s u r  u n  t e l  m i l i e u ,  un  p o l y s a c c h a p i d e  composé 

d e  g n l n c t o s a m i n c  e t  d ' a c i d e  g l u c u r o n i q u e  d a n s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i -  

r e s  : 1 : 1. L e s  : i u t e u r s  o n t  a p p e l 6  c e  p o l y m è r e  : i c ide  t é i c h u r o n i q i ~ c  

p a r  a n a l o g i e  a u x  a c i d e s  t é i c h o l q u e s  q u ' i l s  r e m p l a c e n t  d a n s  l a  p n r o i .  

L e s  a c i d e s  t é i c h u r o n i q u e s  s o n t  o b t e n u s  e n  t r a i t a n t  l e s  p a r o i s  b a c -  

t é r i e n n e s  p a r  l ' a c i d e  t r i c h l o r o a c é t i q u e  c h a u d .  
1 

La s t r u c t u r e  d e  c e  composé n é t 6  6 t a b l i e  p a r  HUGHES 

e t  THURMANS (42) : il e s t  f o r m é  d e  l a  r é p é t i t i o n  du d i m è r e  : a c i d e  I 
l 

.gluciironique0(-(1-3)-N-achtyl-galactoçamine. Chaque u n i t é  d e  r é p é -  

t i t i o n  e s t  l i é e  à l a  p r é c h d e n t e  p a r  u n e  l i a i s o n  d e  t y p e  :dl-4 ( f i g . 7 ) .  

Ce p o l y m è r e  d i f f è r e  d e  l ' a c i d e  h y a l u r o n i q u e  e t  de  l n  c h o n d r o F t r i n e  
1 

p a r  s o n  p o u v o i r  r o t a t o i r e  e t  sa r é s i s t a n c e  à l ' a c t i o n  d e  l a  h y a l u -  

r o n i d a s e  t e s t i c u l a i r e  (JANCZURA e t  a l  (45)). I l  a  4 t h  récemment  - l 

i s o l é  p a r  W R I G H T  e t  HECKELS ( 9 8 )  de  l a  s o u c h e  B n c i l l u s  s u b t i l i s  W 23. I 
S e l o n  TEMPEST e t  a l  ( 9 2 1 ,  l e  r ô l e  p h y s i o l o g i q u e  d e  - l 

I 

c e  p o l y s a c c h a r i d e  e s t  a n a l o g u e  5 c e l u i  d e s  a c i d e s  t 6 i c h o ï q u e s  : il 

i n t e r v i e n t  d a n s  l a  p e r r n e a b i l i t e  de  l a  p a r o i  a u x  i o n s .  La p r B s e n c e  

d e  g r o u p e m e n t s  a n i o n i q u e s  ( a c i d e  g l u c u r o n i q u e )  p e r m e t  l a  c a p t u r e  

d ' i o n s  d i v a l e n t s ,  magnésium e n  p a r t i c u l i e r ,  n b c e s s a i r e s  à l ' a c t i v i t é  

d e  c e r t a i n e s  enzymes.  

B - P o l y m è r e  r e n f e r m a n t  d c  l a  N-n( :c i ty l -~; : i lac tos ; lmine 
l 

La s t r u c t u r e  d e  l a  p a r o i  d e  H n c i l l u s  s u b t i l i s  e s t  

c o m p l e x e  p u i s q u e  d ' a u t r e s  p o l y m è r e s  o n t  pu ê t r e  i s o l é s .  En 1 9 7 2 ,  

DUCKWOHTII e t  a 1  (21 i )  o n t  m i s  en E v i d e n c e  diins 1:i. p n r o i  d e  t h c i l l u s  - 
s u b t i l i s  168, un h e t e r o - p o l y s a c c h a r i d e  c o n s t i t u 6  d e  { : lucosc ,  d e  

p h o s p h o r e  e t  de  N - a c é t y l - g a l a c t o s a m i n e  d n n ç  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  : 

1 : 1 .  La s t r u c t u r e  d é f i n i t i v e  d e  l ' u n i t é  d e  r é p e t i t i o n  de  c e  p o l y -  



C - P o l y s n c c h n r i d c  renf t i rm; int  (111 2 , l t -di  ncistnmi do-? , I t  ,6-  

L ' é t u d e  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  s y n t h é t i s e s  p a r  l e s  
l 

d i f f 6 r e n t e . s  s o i l c h e s  (le B a c i l l u s  a p e r m i s  l a  d e c o u v e r t e  de  s u c r e s  

1 a m i n é s  de  s t r u c t u r e  p a r t i c u l i 6 r e .  

En 1 9 6 0 ,  S I i A R O N  e t  JEiZNLOi (81) o n t  c a r a c t é r i s é  

d a n s  l e s  p a r o i s  d ' u n e  s o u c h e  de  B a c i l l u s  s u b t i l i s  ATCC 9945, i d e n -  

t i f i é e  p l u s  t a r d  comme é t a n t  une s o u c h e  d e  D a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s ,  

un p o l y s a c c h a r i d e  a y a n t  l a  p r o p r i é t t  d e  d o n n e r  dc.5 s o l u t i o n s  a q u e u s e s  

l e x t r ê m e m e n t  v i s q u e u s e s .  

l L ' h y d r o l y s e  s u l f u r i q u e  d o u c e  d e  c e  p o l y m è r e  p e r m e t  

I l a  m i s e  e n  é v i d e n c e  d ' u n  t r i d é o x y h e x o s e  : l e  4 a c t t a m i d o - 2 - a m i n o -  

I 2 , 4 , 6  t r i d é o x y g l i ~ c o r , e  ( f i g u r e  7 )  : l a  b a c i l l o s a m i n e  (HOIITON (40)). I 

i P a r  l a  s u i t e ,  l a  p r é s e n c e  d e  c e t t e  h e x o s n m i n e  n ' a  ; t é  c o n f i r m é e  que I 

d a n s  l e s  polyçaccl iar ic ie : ;  s y n t h & t , i : ; é s  p a r  B a c i l l u : ;  l i c l i e n i f o r m i s .  I,e 

r ô l e  d e  l ' a c i d e  g l u t a m i q u e  e t  de  l ' a m m o n i a q u e  d a n s  l c s  n i l i e i i x  d e  

c u l t u r e  de  B a c i l l a s  l i c h e n i f o r m i ç  ATCC 9345 e s t  de  f a v o r i s e r ,  s e l o n  

SIIAHON e t  - a l  ( 8 2 ) ,  l a  s y n t h è s e  de  c e t  o s e .  

D - P o l y s a c c h a r i d e  r e n f e r m a n t  d e  l n  D - f ~ c o ~ z a m i n e  

L ' é t u d e  c o m p a r a t i v e  r é a l i s é e  p a r  SHARON e t  a l  ( 8 2 )  

l de  l a  c o m p o s i t i o n  e n  m o n o s a c c h a r i d e  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  i s o l e s  d e  1 
I 

B a c i l l u s  s u b t i l i s  e t  d e  H a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s  ATCC 9945, a p e r m i s  

l ' i d e n t i f i c a t i o n  de  l a  D-fucosarnine .  C e t t e  6-déoxyosarnine  s e  r e t r o u v e  

d a n s  l e s  p o l y m è r e s  e l n b o r é s  p a r  l e s  d e u x  t y p e s  de  b a c i l l e ,  m a i s  s r111  1 
l 

l I 

I i 3 a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s  a l n  p r o p r i é t é  d e  s y n t h G t i s c r  l e  2 , 1 t - d i a c & t a m i d o -  1 

2 , 4 , 6 - t r i d é o x y g l u c o s e  d é c r i t  p récédemment .  C e t t e  p a r t i c u l a r i t 6  p e s -  1 
i 

m e t t r a i t ,  s e l o n  l e s  a u t e u r s ,  de  d i f f b r e n c i e r  l e s  d e u x  s o u c h e s .  1 

I V - V a r i a t i o n  d e  l a  c o m p o s i t i o n  d e s  c o n s t i t u a n t s  p o l y s a c c h n r i d i q u e s  

d e  l a  p a r o i  d e  B a c i l l u s  s u b t i l i s  

Les b n c t ( , r i e s  so r i t  c : i p a b l e s  d o  : ; 'a t lapter .  :lux c o n d i t i o n s  

e x t é r i e u r e s  e t  d e  s e  d 6 v c l o p p e r  s u r  d e s  m i l i r u x  trcs d i f f é r e n t s .  C e t t e  
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a d a p t a t i o n  s e  t r a d u i t  p a r  d e s  m o d i f i c a t i o n s  d e  l a  c o m p o s i t i o n  c h i -  

mique d e  l a  p a r o i .  La c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e ,  l e  pH, l a  t e m p é r a t u r e  
I 

e t  l ' a é r a t i o n  d e s  m i l i e u x  d e  c u l t u r e  s o n t  d e s  f a c t e u r s  i m p o r t a n t s  1 l 

c a r  i ls  i n d u i s e n t  l e s  t r a n s f o r m a t i o n s .  

YOUNG e t  a l   IO^) o n t  m i s  e n  b v i d e n c e  d e u x  t y p e s  de - 
B a c i l l u s  s u b t i l i s .  Le p r e m i e r  t y p e  e s t  c a r a c t é r i s é  p a r  l e s  v a r i a -  

t i o n s  q u i  a f f e c t e n t  l a  c o m p o s i t i o n  d e  l e u r s  p a r o i s  l o r s q u e  l e s  
1 

c o n d i t i o n s  du m i l i e u  e x t b r i e u r  v a r i e n t .  Le s e c o n d  g r o u p e  ne  p o s s è d e  

p a s  c e t t e  c a r i i c t é r i i , t i q i i e  e t  l e s  p a r o i s  d e  c e s  b a c t P r i e : ;  o n t  un f a i b l e  , 

t a u x  d e  g a l n c t o s a r n i n e .  P a r  c o n t r e ,  on  n o t e  l a  p r tasence  d ' u n e  q u a n t i t é  1 

i m p o r t a n t e  d ' a l a n i n e ,  d ' a c i d e  d i a m i n o p i m 6 l i q u e ,  d ' a c i d e  g l u t a m i q u e ,  

d ' a c i d e  muramique e t  d e  g l u c o s n m i n e .  
I 

En 1965,  YOUNG ( 1 0 )  c o n f i r m e  q u e  l a  g a l a c t o s a r n i n e  I 

e s t  l e  m a r q u e u r  d e s  b a c t é r i e s  s e n s i b l e s  e t  t r a n s f o r m ~ i b l e s ,  c a r  l e  

t a u x  d e  c e t t e  o s a m i n e  e s t  i m p o r t a n t  d a n s  l e s  p a r o i s  de b a c t 6 r i e s c r o i n -  1 
s a n t  s u r  un m i l i e u  c a r e n c C  e n  p h o s p h a t e .  

ELLWOOD (25) a é t u d i C  l n  v a r i a t i o n  d e  l n  composi-  

t i o n  d e  l a  p a r o i  de B a c i l l u s  s u b t i l i s  v a r .  n i g e r  e n  f o n c t i o n  du 

m i l i e u  de  c u l t u r e .  Dans d e s  c o n d i t i o n s  n o r m a l e s ,  l a  p a r o i  c o n t i e n t  

d e s  a c i d e s  t é i c h o T q u e s .  L o r s q u e  c e  m i l i e u  e s t  c a r e n c ;  e n  p h o s p h a t e ,  

1.a b a c t e r i e  s y n t h é t i s e  a l o r s  d ' a u t r e s  p o l y m è r e s  a n i o n i q u e s  : l e s  

a c i d e s  t C i c h i i r o n i q u e s .  

L e s  m o d i f i c a t i o n s  a f f e c t a n t  l a  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  

d e  l a  p a r o i  b a c t e r i e n n e  s e  t r a d u i s e n t  p a r  d e s  v : ~ r i n t i o n s  d e  l a  n a t u r e  

d e s  p o l y m è r e s  q u i  l a  c o m p o s e n t .  Le t a b l e a u  (1) r6surne l e s  e f f e t s  d e  

d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  l i r n i t a n t s  s u r  l a  compo:ïi t iori  d e  l a  p a r o i  d e  

l 3 a c i l l u ç  s u b t i l i s  (ELLWOOD e t  SERPE!;T ( 3 7 )  ) . 
+ 4- - 

1,eo i o n s  NH4 , K , S 0 4 -  e t  l e  ~ : l u c o c ; e  o n t  un r ô l e  

n é g l i g e a b l e .  P a r  c o n t r e ,  l e s  i o n s  p h o s p h a t e s  du m i l i e u  i n t e r v i e n n e n t  

de  m a n i è r e  i m p o r t a n t e .  L o r s q u e  l e  t a u x  de  p h o s p h o r e  e x t r a c e l l u l a i r e  

e s t  f a i b l e ,  l a  s y n t h è s e  d e s  a c i d e s  t é i c h u r o n i q u e : ;  e s t  f a v o r i s é e  à 

l a  p l a c e  de  c e l l e  d e s  a c i d e s  t é i c h o l q u e s .  
++ 

C e p e n d a n t ,  e n  m i l i e u  cnrencC e n  i o n s  Mg , l a  s y n -  

t h è s e  d ' a c i d e s  t é i c h o ï q u e s  e s t  a c c r u e  : l e  t a u x  d e  c e s  p o l y m è r e s  

d a n s  l a  p a r o i  augmente  a f i n  d e  m a i n t e n i r  un e n v i r o n n c m c n t  i o n i q u e  

c o n s l a r i t  a u  n i v e n i i  (le I n  f;urf'iice ccl l i l l . ; i i r .e  (MP;I,:R:; c?t 1'1':M1'I:Sl1 ( h  l t ) ) .  
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Les  f a c t e u r s  p h y s i q u e s  du m i l i e u  i n t e r v i e n n e n t  6gn- 

l e m e n t .  ELLWOOD e t  TKMPEST ( 2 6 )  o n t  d t u d i é  l ' i n f l u e n c e  du pH. En 

m i l i e u  a c i d e  -pH 5 , O -  l a  b a c t é r i e  s y n t h é t i s e  d e n  a c i d e s  t é i c h o l q u e s .  

L o r s q u e  l e  pH é v o l u e  v e r s  d e s  z o n e s  p l i i s  h a s i q 1 ~ r . s  -pH 8,0- l e s  

p a r o i s  d e  B a c i l l u s  s u b t i l i s  c o n t i e n n e n t  u n i q u c m e n t  d e s  a c i d e s  t t i -  

c h u r o n i q u e s  ( f i g u r e  8 ) .  Ce phénomene e s t  r é v e r : ; j b l c  e t  m o n t r e  a i n s i  

la f a c u l  t 6  ( 1  ' a d a p t a t i o n  de  l'a b n c t 6 r i . e  aux  c o n d ~ t i o n s  ex  t i  r i e u r e s .  

C e s  e x e m p l e s  d 6 m o n t r e n t  que  l a  h a c t C r i e  r 6 a g i t  v i s -  

$ - v i s  du m i l i e u .  C e p e n d a n t ,  l e s  p o l y s a c c h a r i d e : ,  s y n t h e t i s e s  f o n t  

p a r t i e  i n t P g r n n t e  d c  la s t r u c t i i r c  cies cnvr.1 oppc.-; b a c  t h r i e n n e z  r . t  

n o u s  n e  pouvons  p a s  t i r e r  de  c o n c l u s i o n s  q u a n t - 5  l ' r n f l u c n c e  de  la 

b a c t 6 r i e  s u r  l a  s t r u c t u r e  du m i l i e u .  

Récemment (CJIENG e t  & ( 1 5 ) ) ,  o n t  é t u d i é  l a  m o d i f i -  

c a t i o n  d e  v i s c o n i t 6  du m i l i e u  p a r  S t r e p t c , c c o c u s  b o v i ç .  L o r s q u e  l e  

m l l i e i l  n u t r i t i f  v a r i e ,  c e t t e  b a c t é r i e  s y n t h é t i s e  un p o l y s a c c h a r i d e  

e x t r n c e l l u 1 a i . r e  q u i  r e n d  l e  m i l i e u  e x t r ê m e m e n t  v i s q u c u x  ( 1 7 2  c e n t i -  

p o i s e s ) .  



C 6 n 6 r n l i t é s  s u r  l e s  en7,yme:; d~ 
d < ! p o l y m & r i s a t i o n  d e s  g l y c o p e p t i d e s  

L e s  p o l y s a c c h a r i d e s  de  h a u t  p o i d s  m o l e c u l a i r e  p e u v e n t  

ê t r e  d 6 g r a d é s  b i o l o g i q u e m e n t  p a r  d i f f é r e n t s  t y p e s  d ' e n z y m e s .  L a  

c o u p u r e  d e s  l i a i s o n s  à l ' i n t é r i e u r  d e s  c h a î n e s  p a r  d e s  endo-enzymes  

p e r m e t  d ' o b t e n i r  d e s  m o l é c u l e s  de  masse  m o l é c u l a i r e  p l u s  f a i b l e  

q u i  s o n t  a l o r s  s e n s i b l e s  à l ' a c t i o n  r k c u i r e n t e  de:; exo-enzymes.  

Mous p r S s e n t e r o n s ,  d a n s  c e  c h a p i t r e ,  l e s  endo-enzymes 

q u i  o n t  l a  p r o p r i é  t 6  d ' h y d r o l y s e r  l e s  l i z i i ç o n s  hc>xos:3rninyls d e s  

p o l y s a c c h a r i d e s  ( l e s  cndo-1:-:acé tylhexosümini(i :~sc?:;  e t  l e s  endo-hexo-  

s a m i n i d a s e s )  e t  c e r t a i n e s  a m i d a s e s  p a r t i c u l i G r e s  qui h y d r o l y s e n t  l e  

p e p t i d o g l y c a n e  b a c t e r i e n  e t  l e s  l i a i s o n s  N - g l y c o s i r i i q u e s  d e s  

g l y c o p e p t i d e s .  

1 - L e s  endo-N-ac6tylhexosaminidases - 

A - Le l y s o z y m e  (E.C.3 .2 .1 .7 . )  

H i s t o r i q u e  

Le l y s o z y m e  ou m u c o p e p t i d e  N-acé ty lmuramyl -  

h y d r o l a s e  d o n t  l ' a c t i o n  a é t é  o b s e r v d e  p o u r  l n  p r e m i è r e  f o i s  e n  

1922 p a r  FLEMING ( 3 2 ) ,  ii Ctf',  c r i s t a l l i s e  p a r  ARRAHAM e t  ROBINSON ( 1 )  

e n  1937. L e  s u b s t r a t  de  c e t t e  enzyme a h t 6  prupnr-6 5 p a r t i r  d ' h y -  

d r o l y s a t  d e  p a r o i  d e  b n c t 6 r i o o  G r a m - p o s i t i v e s  (Si\T,TOFJ e t  GHiJYSEN /79), 

JOLLES e t  a l  (47) e t  CANFIELD ( 13). - 
2 - Mode d ' a c t i o n  du l y s o z y m e  

SALTON (79)  a d é m o n t r e  q u e  l e  l y s o z y m e  h y d r o -  

l y s a i t  l a  c h a î n e  p o l y s n c c h a r i d i q u e  du p c p t i d o g l y c n n c  d e s  b n c t 6 r i e s  

G r a m - p o s i t i v e s .  L 'enzyme c a t a l y s e  l a  col ip i i re  d e s  l i a i s o n s  Pi- . ic&tyl-  

iniirnmiriyl pl-Li' N - i i i : 6 t y l p l ~ i c o s : ~ m i r i i < ~ i ~ c t  e t  1 ciiiiîiion:; t i i : ; t i c c l ~ : ~ r i ( i j ~ ~ i ~ ~ : :  

:;orit l i b 6 r 6 s  ( f i g u r e  1 1 ) .  En 1957, DEIIGXII e t  WEISKI? ( 9 ) o n t  m o n t r k  

q u e  l e  l y s o z y m e  p o s s é d a i t  u n e  a c t i v i t é  s e c o n d a i r e  p - N - a c i . t y l g l u c o -  

s a m i n i d a s i q u e .  
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Ue nombreux s u b s t r a t s  o n t  é t 6  p r c p a r é s  p o u r  l e  

d o s a g e  d e  l ' a c t i v i t é  du l y s o z y m e  : p e p t i d o g l y c a n e  p a r t i e l l e m e n t  

h y d r o l y s é  (JOLI,ES ( 46), SALTON ( 7 8 ) ,  LEYM-BOUILLE e t  a l  ( 55) ) , d e s  - 
d é r i v é s  de  l a  c h i t i n e  : 6 - 0 - ~ l ~ c o l  c h i t i n e  (HAMAGUCHI e t  FUNATSU (38)) 

e t  6 -O-carboxym(? thy lch i t ine  (MATSUSHI~IA e t  a l  ( 6 1 1 ,  HAYASH1 e t  a l  - - 
( 3-1). Le d o s a ~ ~ e  de  l l ; i c t i v i t é  di1 Iysozymn e s t  r 6 i l l i s 6  s e l o n  t r o i s  

m é t h o d e s  : l a  m e s u r e  d e  l a  l y s e  d e s  p a r o i s  d e  M i c r o c o c c u s  l y s o -  

d e i k t i c u s ,  l a  m e s u r e  d e  l a  v a r i a t i o n  d e  v i s c o s i t é  d e s  d 6 r i v é s  s o l u b l e s  

e t  l a  m e s u r e  d e  l ' a u g m e n t a t i o n  du p o u v o i r  r é d u c t e u r .  

3 - R é p a r t i t i o n  

Le l y s o z y m e  e s t  t r è s  l a r g e m e n t  r é p a r t i  d a n s  l a  

n a t u r e .  Chez l ' homme,  l e  l y s o z y m e  a  pu ê t r e  c a r a c t é r i s é  d a n s  l e s  

m i l i e u x  d e  s e c r é t i o n s  : l e  l a i t  (JOLLXS e t  JOLLES (4011,  l a  s a l i v e  

(PETIT e t  JOLLES ( 7 3 ) )  e t  l e s  l a r m e s  (JOLLES e t  JOLLES ( 4 8 ) ) .  Le 

l y s o z y m e  e s t  p r é s e n t  c h e z  l e  f o e t u s  e t  l e  nouveau-né  (GLYWN e t  a l  - 
( 36) 1. 

Le l y s o z y m e  p e u t  ê t r e  f a c i l e m e n t  p r é p a r 6  6 p a r t i r  

d ' o e u f s  d e  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  c f t o i s e a u x  e t  JOL1,ES e t  a l  ( 47) e t  - 
CANFIKLZ) ( 1 4 )  o n t  d é t e r m i n é ,  d è s  1 9 6 3 ,  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  du 

l y s o z y m e  du b l a n c  d ' o e u f  d e  p o u l e .  

Dans l e  r è c n e  v é g é t a l ,  1'11Al'A ( 4 4 )  a m o n t r é  l ' e x i s -  

t e n c e  d ' u n e  enzyme h y d r o l y s a n t  l e s  p a r o l s  b a c t é r i e n n e s ,  d a n s  u n e  

p r h p a r a t i o n  d '  o ( - a m y l a s e  d ' o r g e .  

E n f i n ,  d e  nombreux l y s o z y m e s  o n t  6 t h  i s o l é s  d e  

microorganismes. TAKkHilRA ( 85) a i n s i  q u e  OKALIA e t  K I r l ' A M A T A  ( 70) o n t  

d é c r i t  e t  é t u d i é  l e  l y s o z y m e  d e  U n c i l l u s  s u b t i l i s .  

4 - P r o p r i h t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  de  q u e l q u e s  l y s o z y m e s  

L e s  ~ r o p r i é t é s  p h y s i c o c h i m i q u e s  d e s  l y s o z y m e s  d e  

B a c i l l u s  s u b t i l i s  o n t  é t é  c o m p a r é e s  à c e l l e s  du l y s o z y m e  du b l a n c  

d ' o e u f  de p o u l e  e t  s o n t  d é c r i t e s  d a n s  l e  t a b l e a u  II.  
l 
l I l  c x i s t e  deux  t y p e s  de l y s o z y m e  b a c t E r i c n  : l e  

p r e m i e r ,  d e  masase m o l ~ c u l  a i r e  f a i b l e ,  e s t  p r o c h e  du 1 yçozynie i s o  Li. 
l 
I du b l a n c  d ' o e u f  de  p o u l e ,  e t  l e  ziecond,  l ' e n d o - N - n c é t y l m u r a m y l  

1 h y d r o l a s e ,  p o s s e d e  u n e  m a s s e  m o l é c u l a i r e  i m p o r t r ~ n t c .  Ce t y p e  d'en7,yrnc 



B - Le:; endo-N-acétylglucosnminiànses 

1 - D é f i n i t i o n  

L'endo-N-~cétylglucoçaminidase e s t  une  enzyme 

q u i  h y d r o l y s e  l e s  l i a i s o n s  O - g l y c o s i d i q u e s  d ' u n  p o l y s a c c h a r i d e  e n  

l i b é r a n t  d e s  c h a î n o n s  d i s a c c h a r i d i q u e s  au minimum e t  q u i  p o s s è d e n t  

une N - a c é t y l g l ~ ~ c o s n r n i n e  e n  p o s i t i o n  t e r m i n a l e  r é d u c t r i c e .  Le g l y -  

c a n e  p e u t  ê t r e  l i b r e  ou a s s o c i é  à u n e  p r o t é i n e .  

De nombreuses  e n d o - M - a ~ ~ t y l ~ l u c o s a m i n i r l a ~ e s  

o n t  & t é  c a r a c t é r i s é e s  c h e z  d e s  o r g a n i s m e s  a p p a r t e n a n t  4 t o u s  l e s  

r è g n e s .  IJous  i n s i s t e r o n s  d a n s  c e  c h a p i t r e  s u r  l e s  enzymes  d ' o r i g i n e  

b a c t é r i e n n e  e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  s u r  c e l l e , ;  dc B a c i l l u s  s u b t i l i s .  

a )  Règne v 6 g é t n l  ------------- 
I W A T A  ( / t h )  a m i s  e n  é v i d e n c e  d a n s  l e s  g r a i n s  

d ' o r g e  l a  p r e s e n c e  d ' u n e  e n d o - N - a c é t y l . ~ l u c o s 7 m i n i n i d ~ s e  q u i ,  a v e c  une 

endo-N-acétylmuramylhydrolase, e s t  c a p a b l e  d e  l y s e r  l e s  p a r o i s  b a c -  

t é r i e n n e s .  

b )  Règne a n i m a l  ------------ 
L'endo-N-acétylglucoçaminidnse i s o l é e  p a r  NIS- 

H I G A K I  e t  a l  (69)  du  f o i e ,  d e  l a  r a t e  e t  du r e i n  d e  r a t ,  a i n s i  q u e  - 
de l a  r a t e  de  p o r c ,  a l a  p r o p r i é t e  d ' h y d r o l y s e r  la l i a i s o n  O-g lyco-  

01 -4 
s i d i q u e  du c h a î n o n  G l c  NAc ---- G l c  PIAc du g l y c o p e p t i d e  k s n  ( G ~ C P J A C ) ~  

Man6. La m i s e  e n  é v i d e n c e  d ' u n e  a c t i v i t é  d ' e n d o  6 - N - a c é t y l g l u c o s a -  

m i n i d a s e  d a n s  l e  f o i e  humain a & t é  r é a 1 i s i . e  p a r  BOERSMA e t  a l  ( 1 1 ) .  
l 

Rkccmment, T A R E N T I N O  e t  IlIIL,EY (89)  o n t  d é c r i t  

1 ' e x i s t e n c e  d  ' une  endo-N-acé t y1g lucosamin ida : ; e  d a n s  l e s  t i s s u s  d e  

1 ' o v i d u c  t e  d e  p o u l e .  

E n f i n ,  STIRLING ( 8 4 )  a i s o l é  du f o i e  humain une  

c h i t o b i a s e  d e  masse  m o l é c u l a i r e  f a i b l e  (25-50  000 d a l t o n s )  q u i  hy-  

d r o l y s e  l a  l i a i s o n  O - g l y c o s i d i q u e  du c h a î n o n  d i s a c c h a r i d i q u e  
8 1-4 

G l c  NAc - G l c  NAc e t  q u i  e s t  i n a c t i v e  s u r  l e  4 - m k t h y l - o m b e l l i f é r y l -  

N - a ~ E t ~ l - ~ - ~ l u c o s n r n i n i d c ,  

c )  H6gne b a c t é r i e n  --------------- 



Ida d i ~ c o u v r : r t o  que ~ F L R  endo  P -il-oc;, t y1 y;] ucociaminj riascr; 

d'origine b a c t é r i e n n e  s o n t  a c t i v e s  s u r  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  a e n t r a i n é  

une  é t u d e  p o u s s é e  d e  c e s  enzymes  e n  v u e  d e  l e s  u t i l i s e r  p o u r  d é t e r -  

m i n e r  l a  s t r u c t u r e  d e s  g l y c o p e p t i d e s .  

N A K A J I M A  e t  a l  ( 68) o n t  niontrF q i i ' i l  ex i : ; t : i i t  c h e x  - 
S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i i e  u n e  cnzynie l i b k r a n t  d e s  c1i:iînon:; p o l y s n c c h a -  

r i d i q u e ç  constitues d e  d i x - h u i t  r é s i d u s  de  mannose e t  d ' u n e  N - a c é t y l -  

g l u c o s n m i n e  e n  p o s i t i o n  t e r m i n a l e  r é d u c t r i c e .  L t l e n d o  J J -N-ace ty lg lu -  

c o s a m i n i d a s e  D de  D i p l o c o c c u s  pncumonjne ,  d b c r j t e  p a r  MURAMATSU ( 6 7 )  

e s t  a c t i v e  s u r  l o s  [ y l y c o p c p t i d c s  ( l e s  i r n m u n o ~ l o t ~ L i r  de  Myélome d e  

s o u r i s .  K O I D f i  e t  MURAMATSU (31)  a i n s i  que  ITO c t  - sl (43) o n t  m o n t r ; ~  

l a  n b c e s s i t é  d e  l a  p r p s e n c e  d ' u n  r é s i d u  de  rnnnnose non s i i b s t i t u 6  

b ranch i :  s u r  l ' o s e  e n  de  l a  r i - a c i . t y l g l u c o s a m i n e  p o u r  o b t e n i r  une 

h y d r o l y s e  de  l a  c h a î n e .  

Une enzyme c a t a l y s a n t  l e  même t y p e  d ' h y d ï o l y s e  n 

é t &  m i s e  e n  é v i d e n c e  c h e z  S t r e p t o m y c e s  g r i s e u ç  p a r  TARENTINO e t  

a l  (91  ) .  La l i a i s o n f 3  -1- le-N-acétylgl i icosamir i ide  ci i i  r é s i d u  di-N- - 
a c é t y l c h i t o b i o s e  p r é s e n t  d a n s  de  n o m b r e u s e s  g l y c o p r o t é i n e s  est 

h y d r o l y s é e  p a r  c e t t e  enzyme. TARENSINO e t  MALEY (88) o n t  f r a c t i o n n e  

c e t t e  endo-N-acétyl~lucosaminidaço e n  deux  f o r m e s  : l ' e n d o - N - a c é t y l -  

g l u c o s a m i n i d a s e  H e t  l'endo-N-ac6tylglucosaminiddase L.  La f o r m e  M 

d é g r a d e  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  p o s s k d a n t  a u  moins  5 r é s i d u s  de  mannose .  

P a r  c o n t r e ,  l a  fo rme  L e s t  s p é c i f i q u e  d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  du t y p e  

Asn(G1cNAc ) î  Flanl. 

Dans l e s  p r é p a r a t i o n s  c o r n m e r c i a l c s  de  n e u r a m i n i d a s e  

d e  C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s ,  C H I E N  e t  - al (17 )  o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  

u n e  e n d o + - M - a c é t y l g l u c o s a m i n i d : ~ s e .  C e t t e  enxyme h y d r o l y s e  l e  

g l y c o p e p t i d e  ~ s n ( ü l c l J A c ) ,  Man e n  l i b 6 r i i n t  l e  cki:iînon 1ionGl cFJAc. 
c 5 

E n f i n ,  FAN e t  13!<(;1\1~lilN ( 3 0 )  o n t  niont.r-; q u e  R a c i l  lus 
I 

ç u b t i l i s  s y n t h é t i s e  u n e  endo-P-N-ac&tylglucoçüminidnse q u i  h y d r o l y s e  

l e  p e p t i d o g l y c a n e  de  M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t  i c u s .  

3 - P r o p r i é t é s  p h y s i c o c h i m i q u e s  d e s  e n d o - N - a c é t y l g l u c o -  

s a m i n i d a s e s  

Q,uclquc.s p r o p r i 6 t e s  p l iyn  i co(:lii m j  r l i i f . i ,  (Ir.:; r,nc-io-P-i4- 

; i c : P t , y 1 ~ ~ 1 i i c o ~ i r i r n i r i i t f i i r , c : :  titoi.il;irie:j tl1vor:;c~:; ont .  ; % l i s  c o m p r i i . ( ' h c . : ;  A 

c e l l e s  d e  B a c i l l u s  s u b t i l i s  e t  s o n t  r é s u m é c s  d a n s  l e  t n b l e a u  I V .  
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I +  - :ip;3ci f i c : i t &  d'nction dos critlo-ii-neA tylr;li1cosi1minidü:;e 

d'origine bactérienne 

L'étude de la spécificité d'action des endo-N-acétyl- 

glucosaminidases d'origine bactérienne a étb rAalis4e par de nombreux 
1 

auteurs, car ces enzymes sont très utilisées pour ln détermination 

de la structure des glycoprotéines. Le tableau IV résume les résul- 
1 

tats concernant le mécanisme d'action de ces enzymes. 
l 

I,a structure des glycopeptides, et en particulier 

le nombre de r6sj dus de mannose, :1 permis de dlff6rc.ririer les for1nc.s 

II et 1, de:; c n c i o - r i - a c ~ t y l ~ ; l u c o s ~ n i ~ n i t i a : ; e s  i:iol(ses de Jtreptomyces 

griseus. Récemment, TARZMTINO et MALEY (89) ont comparé les spéci- 

ficitt?s dl~ction des endo-p-M-ac~tylglucoçamininid:asees  de Diplococcus - 
pneumoniae et de Streptomyces plicatus. L'endoglycosidase de 

Streptomyces plicntus est active sur les glycopeptides Asn (GlcNAc) 
2 

(Kan) GlcNAc et ~sn(GlcNAc)~(~an)~. 
3 

Le glycopeptide Asn (C1~Nhc)~Fuc (Man) n'est pas 
3 I 

1 

hydrolysé. Si le résidu de fucose est absent, cette enzyme se révèle 

alors active. Le fucose, lié sur le di-N-ac6tylchitobiose, induit 

donc la spécific,ité de cette enzyme. Par contre, l'endo-f$N-acittyl- 

glucosaminidase D de Diplococcus pneumoniae hydrolyse ce glycopeptide. 

D'ailleurs, cette enzyme est active sur d e s  glycopeptides de struc- 

ture complexe (Tableau IV) et les auteurs pensent que sa spécificité 

d'action n'est pas clairement établie car les préparations enzyma- 1 
tiques étudiées contenaient des exoglycosidases. 

La spécificitb d'action de l'endo-B-N-acétylgluco- 

saminidase de Uncillus subtilis sur les glycopeptidcs cités n'a pss 

&té étudiée. Seule, l'hydrolyse du chaînon polysnccharidique du 

peptidoglycane de Micrococcus lysodeikticus - montre qu'il s'agit 
l 

d'une e n d o - P - N - a ~ é t y l ~ l u c o s û r n i n i d a s e  (FAN et BECKI4AN (34 ) 1. Cet te 

enzyme est inactive sur 1.e p - n i t r o p h é n y l - N - a c é t y l g l u c o s a m i n i d e .  

II- L'endo-d-N-acbtylgnlnctosnminidas~ 

A - Définition 

Ijlc!rido-oC-N-r~ci>i.yl(:ri 1 i i ç  Lo:;rim i rii t l : i : ; c ?  dc 1)i  p l  ococ(:i~:: 



pneumonine, isolce par ENDO et KORAT/\ ( 28), ü 1:) propri6t6 d'hydro- 

lyser les glycopeptides en libérant des chaînons Gal-Q-1-3-GalNAc 

avec la N-acétylgalactosamine en position terminale réductrice. 
l 

B - Sp6cificité d'action 

Cette enzyme hydrolyse les glycannes des glycopro- 

téines désialysées des membranes erythrocytaires humaines. Son substrat ' 

spécifique est le glycopeptide Ga1 P( 7-3)~alNfic q 1-Ser oii 'i'hr. 

C - Propriétds physicochirniques 

Le pH optimum d'act~vité de l ' e n d o ~ 0 ( ~ ~ - a c é t ~ l ~ n l a c -  

tosaminidase est de 6. Elle est inhibée à 6Op100 par le p-chloro- 
1 

mercuribenzènesulfonate 1 mM et 5 6 3 ~ 1 0 0  par le l'éthylènediamine 
I 

t&trac~?tique. Elle perd 50p100 de son activit6 à pH 5,s et à pH 7 .  

III- 1 , ' e n d o - g n 1 n c t o s : ~ m i n i d a s e  

Définition 

I L'endo-galactoçaminidas~ hydrolyse les liaisons 

O-glycoçidiques d'un polysaccharide et conduit 5 la formation de 

l chaînons posstdnnt une galactosamine en position terminale r&duc- 

trice. Ce type d'enzyme a &te isolé du milieu de culture de Strep- 

tomyces  rise eus par HEISSIG et a1 (74). - 

B - Spécificite d'action 

1,'endo-galactosaminidase dc Streptomyces griseus ( 74) 

2 2 
hydrolyse les liaisons GülNM -GalNH dans l ' o l i ~ ~ o g a l : ~ c t o u a m i n o ~ ~ y c : ~ n n c  1 

l 
l isolé du filtrat de culture d'un mutant de Neurosporn. Les fragments I 
I polysaccharidiqiies, résultant de l'hydrolyse enzymatique, ont une 

1 masse moléculaire de 100 000 daltons. Ces r&sult:tts laissent présacer 



C - Propri&t<,s physicochimiques 

L'enzyme de Streptomyces griseus a un pH optimum 

d'action de 5,4 et conserve 5OplOO de son nctivit; pour des valeurs 

de pH comprises entre 4 et 7 .  La temp6rnti1r.c optimnle n'a pa:; &tF. I 

1 déterminée, cependant l'enzyme est relativement thermostable car sa 

demi-durée de vie est de 3 minutes à 100°C. 
1 

1 

l 
IV - Les amidases 

1 Ce sont des enzymes qui ont 1:i proprietC d'hydro- 

1 lyser les liaisons amides entre les protéines e t  les groupements 

! polgsaccharidiques des glycoprotGines. I 

Nous étudierons les deux typeCs mis en évidence : 

1 - la Li1-1. -Asp- i r ty lglycosylnmi n r  amido hydrolase, et 1 
- l'endo-N-~c6tylmuramyl-L-aln.nine amidnse. 

A - La 4 ' - ~ - ~ s ~ n r t ~ l ~ l ~ c o s y l a m i n e  arnido hydrolase 

Dans de nombrelises glycoprotéines, la partie gly- 

cannique est liée à ln protbine par une liaison de t;~pe M-glycosidique. 

Cette liaison est r&nlis&e entre un résidu de N-ar~~tylglucosamine 

et 1 ' asparagine. La 4 ' -L-Aspartylglycosylam ine :irnido hydrolase hydro- 
lyse cette liaison selon le ochéma proposé par 'rT,IJîkfi et - al ( 86) : 

Asn - GlcNAc 

I Ainidnse 
Asp - Amidase ; IJIf - GlcNAc 

l 2 
9 Asp + Amidase + N?12 - GlcNAc 

5. 
NH3 + GlcNAc 

2 - Répartition 

t.c c~li::ytiict r i  ;.1,1'$ nii s u  (.ri i sv  i c l c 1 i i c : c :  1):1i' P1II R A I i A M  1 

et EYLAR ( 6 6 )  dans lq&pididyme de porc et r i t :  boiic. Lsf3E et. - al (33) 



l ' o n t  c a r a c t é r i s 6 e  d a n s  l e s  6 m u l s i o n s  d ' amande  douce  e t  M A K I N O  e t  

a l  ( 5 8 )  chez P r o t e u s  v u l g a r i s .  L 'enzyme a & t é  p u r i f i é e  e t  i s o l é e  du - 
s é r u m  d e  p o r c  p a r  MAKINO e t  a l  (58)  e t  d e  l ' o v i d u c t e  d e  p o u l e  p a r  - 
PLUNMER e t  a l  ( 7 3 ) .  - 

1 L'enzyme h y d r o l y s e  l e s  c h a î n o n s  s u i v a n t s  : I 

4'-L-Asp-GlcNAc, 4'-L-Asp-GalNAc, 4'-Asp-Man, 4 '-L-Asp-Gal.  E l l e  e s t  
1 
l 

i n a c  t i v ~  l o r r i q u c  l e s  Eoric t i o n s  2-NI[. oii 1-CO011 dt I ' :ir:ide ; i .spart ïqiic!  
<< 

1 

s o n t  b l o q u é e s .  L ' h y d r o l y s e  d e s  g l y c o p r o t 6 i n e s  e s t  p o s s i b l e  s i  l ' n c i d c  I 

a s p a r t i q u e  e s t  l i é  N - ~ l y c o s i d i q u e r n e n t  a v e c  l a  f o n c t i o n  r 6 d u c t r i c e  

de  l ' o s e  du g l y c a n n e .  C e p e n d a n t ,  c e t t e  enzyme e s t  i n a c t i v e  s i  l a  

c h a î n e  p e p t i d i q i ~ e  e s t  i m p o r t a n t e  : il s ' a g i t  donc d ' u n e  exoenzyme. 
1 

l 

à 3 7 O C  p e n d a n t  22 h. Le pH optimum d ' a c t i v i t é  v a r i e  s e l o n  l ' o r i g i n e  

de  l ' e n z y m e .  La  masse m o l é c u l a i r e  e s t  é g a l e m e n t  f o n c t i o n  dc  l ' o r i -  ! 
g i n e  d e  c e t t e  enzyme. I , ' : jmidase  rlu r e i n  d c  r a t  (MAl1 t lDE;VAN e t  TAI'l)I;T ( 57)) 1 

1 p o s s è d e  une m a s s e  m o l é c u l a i r e  de  31 0 0 0  d n l t o n s  a l o r s  q u e  c e l l e  d e  i 
p o u l e  i s o l é e  p a r  SAHENSINO e t  PIALEY ( (37) e s t  d e  1.10 000.  

B - L'endo-N-ac~~tylrnuramyl-1,-alanine a m i d a s e  

\ 

L'endo-N-acétylrnuramyl-L-alanine a m i d a s e  h y d r o l y s e  

l n  l i a i s o n  a m i d e  e n t r e  l a  L - a l a n i n e  e t  l ' a c i d e  N-ncé ty lmuramique  du 

p e p t i d o g l y c a n n e  d e  l a  p a r o i  b a c t é r i e n n e .  C e t t e  enzyme l i b è r e  d e s  

g r o u p e m e n t s  NI4 s a n s  q u ' a p p a r n i s a e u n e  a u g m e n t a t i o n  du p o u v o i r  r é -  
2 

d u c t e u r  ( f i g u r e  4 ) .  

2 - R 6 p n r t i t i o n  

De n o m b r e u s e s  b a c t é r i e s  s y n t h é t i s e n t  c e t t e  a u t o l y s i n e .  



E l l e  a 6 t é  m i s e  c n  é v i d e n c e  c h e z  S t r e p t o m y c e s  p a r  GIIIJYSEN e t  a l  ( 3 4 ) .  

FAN e t  BECKMAN ( 2 9 )  o n t  m o n t r é  q u e  l ' e n z y m e  d e  B a c i l l u s  s u b t i l i s  

e t a i t  f i x é e  à l a  p a r o i  e t  q u ' e l l e  e n  é t a i t  d é t a c h é e  p a r  l e  c h l o r u r e  

d e  l i t h i u m .  

P r o p r i n t é s  p h y s i c o c h i m i q u e s  

L ' a u t o l y s i n e  i s o l é e  d e s  p a r o i s  d e  H a c i l l u s  s u b t i l i s  

p o s s è d e  une  masse m o l é c u l a i r e  de  35 000 d n l t o n s  e t  p r é s e n t e  un op- 

timum d 1 n c t i v i t 6  à pl1 8. E l l e  e s t  r e1 : i t ivement  t h e r m o s t n b l c  c a r  

c l l e  r é s i s t e  à un  c h a u f f a g e  de  > I 0 C  p e n d a n t  d i x  m i n u t e s  (FAN et, 

BECKMAN ( 30 ) ) .  

4 - P r o p r i é t é s  e n z y m a t i q u e s  

L ' a l a n i n e  a m i d a s e  e s t  a c t i v e  s u r  l e  p e p t i d o g l y c a n n e  

d e  D a c i l l u s  s u b t i l i s  m a i s  n e  l y s e  p a s  l e s  p a r o i s  de  M i c r o c o c c u s  

l y ç o d e i k t i c u ç .  C e t t e  d i f f é r e n c e  s e r a i t  d û e ,  s e l o n  FAN e t  B!3CkMfiN (301, 

6 c e  q u e  l a  c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  a m i n e s  d e s  c h n î n o n s  p e p t i d j q i i e ç  

s e r a i t  d i f f é r e n t e  s u i v a n t  l e s  b a c  t; r j  e s .  S o u v e n t  a s s o c i é e  à u n e  

endo-N-ac6tylglucosaminidase, c e t t e  en7,yme f a v o r i s e r a i t  l n  c r o i s -  

s a n c e  b a c t é r i e n n e  e n  l y ç a n t  l a  p a r o i  d a n s  d e s  zoiic:i I ) r . ~ c i n t ~ s  ( 3 0 ) .  





1 - Dosnge de l'activité de lnEn7,yme X'fpar viscosimétrie 

La force enzymatique de ]"Enzyme X1'est déterminée au moyen d'un 

viscosimètre rotatif type Epprecht équipé d'une cuve de 150 ml. 

A - Dosage 

1 - Principe 
La force enzymatique d'une solution est déterminée 

par la mesure de la capacité d'abaissement de 15p100 de la vis- 

cosite (comprise entre 17 et 35 centipoises) d'un moût de fermen- 
tation de Bacillus subtilis à 40°C. La valeur de 100 unités 

correspond arbitrairement à la quantité d'enzyme nécessaire pour 

faire baisser la viscosité de 15p100 en une heure à 400~. 

Un viscosimètre Epprecht système tlS-r-1 à cuve de 

150 ml est employé pour les mesures. 

La cuve du viscosimètre est placce dans un bain-marie 
+ 

réglable thermostaté à - I0C. 
Les temps sont .mesurés au chronométre. 

3 - Mode opératoire 
a) Température ----------- 
Les dosages se pratiquent à une température de 4 0 0 ~ .  

l 

Cette température, proche du maximum dtactivit4 de l'enzyme, a 

été choisie arbitrairement. Elle permet une stabilisation rapide 

du moût visqueux. Les températures plus élev6es provoquent des 

phénomènes de coagulation et augmentent l'activité des protéases 

du milieu, ce qui peut interférer sur le dosage par viscosimétrie. 

b )  Détermination du temps O ........................ 
140 ml de substrat (mofit de culture visqueux d c  Ljn- - 

cillus subtilis) sont introduits dans In cuve du viscosimètre, 



p u i s ,  a p r è s  s t a b i l i s a t i o n  d e  l a  t e m p é r a t u r e  à 40°C,  'IO m l  d ' e a u  

d i s t i l l é e  s o n t  a j o u t é s .  Quand l a  v i s c o s i t e  a a t t e i n t  u n e  v a l e u r  

s t a b l e ,  c e t t e  v a l e u r  c o r r e s p o n d  a u  p o i n t  O. 

c )  Mesure  de  l a  v i s c o s i t é  d e  l ' e a u  à 40°C ...................................... 
L a  v i s c o s i t é  de  1 5 0  m l  d ' e a u  d i s t i l l é e  à 4 0 ° C  

c o r r e s p o n d  à l a  d i v i s i o n  2 4 , 4  s u r  l e  c a d r a n  de  n o t r e  v i s c o s i m è t r e ,  

s o i t  1 , 3 2  c e n t i p o i s e s .  

d )  D é t e r m i n a t i o n  d e  l ' a b a i s s e m e n t  d e  15p100  d e  l a  .............................................. 

S o i t  : V l a  l e c t u r e  d e  l a  v i s c o s i t é  a u  t emps  O 

i v l a  l e c t u r e  d e  l a  v i s c o s i t é  de  l ' e a u  

V l a  v a l e u r  de  l a  v i s c o s i t é  a p r è s  a b a i s s e -  - 15 
ment  de  1 5 p l 0 0  

Nous pouvons  é c r i r e  : 

e )  Dosage d e  l a  f o r c e  e n z y m a t i q u e  d ' u n e  s o l u t i o n  ............................................. 
1 4 0  m l  de  s u b s t r a t  v i s q u e u x  s o n t  m i s  à s t a b i l i s e r  

d a n s  l e  v i s c o s i m è t r e  à 40°C. 

1 0  m l  de  l a  s o l u t i o n  e n z y r n n t l q u e  à d o s e r  s o n t  

a  j o u t é s .  

Le c h r o n o m è t r e  e s t  d é c l e n c h 6  l o r s q u e  l a  v a l e u r  de  

l a  v i s c o s i t e  c o r r e s p o n d  à c e l l e  du p o i n t  O.  
1 

La v i s c o s i t é  e s t  r e l e v e e  t o u t e s  l e s  q u i n z e  s e c o n d e s  

j u s q u ' à  l a  v a l e u r  c o r r e s p o n d a n t  à l a  d i m i n u t i o n  tle 1 5 p 1 0 0  d e  l n  

v i s c o s i t é .  

La  c o u r b e  de  l a  d i m i n u t i o n  d e  l a  v i s c o s i t é  e n  f o n c -  

t i o n  du t e m p s  e s t  e n s u i t e  t r a c e e .  L a  v i t e s s e  i n i t i a l e  de d b c r o i s -  

s a n c e  de  l a  v i s c o s i t 6 ,  t a n g e n t e  a u x  p r e m i e r s  p o i n t s  de  l a  c o u r b e ,  

e s t  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  q u a n t i t ;  d ' e n z y m e  m i s e  e n  jeil.  C e t t e  

d r o i t e  p e r m e t  d e  d é t e r m i n e r  un  t e m p s  t h 6 0 r i l u e  d ' a b a i s s e m e n t  d e  



c e n t  i p o i s e s  

F i g u r e 9  D iminu t ion  de l a  v iscos i té  d ' u n  moût  de f e r m e n t a t i o n  ' 

de Bacil lus s u b t i l i s  par  a c t i o n  de l ' E n z y m e  X 



de 15p100 de la viscosité : T (fig.9). 
-15 

La force F de la solution à 4 0 0 ~  en unités par millilitre est, 

d'après la définition : 

avec T le temps en secondes de l'abaissement de viscosité 
-15 

de 15p100. 

Soit : 



B - D é t e r m i n a t i o n  de  l ' a c t i v i t é  d e  l l lEnzyme X f t e n  f o n c t i o n  

d e  l a  t e m p é r a t u r e  e t  du pH 

1 - A c t i v i t é  e n  f o n c t i o n  de  l a  t e m p 4 r a t u r e  

l Les  moî l ts  v i s q u e u x  s o n t  m i s  6 s t a b i l i s e r  à l n  tempé-  1 

r a t u r e  du d o s a g e .  

Le p o i n t  O e s t  d 6  t e r r n i n é  p o u r  chnqile t emp6r : i tu re  e t  

l r i  v{il.eur d e  l > p 1 0 0  ctc b n i ç o c  tie vi:;co:;ité c:; t  c a l c u l é e .  

Ln f o r c c  d e  1 0  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  e n z y m a t i q u e  p r é a l a -  

b l e m e n t  p o r t b e  à l n  t e m p é r a t u r e  du d o s a g e  e s t  a l o r s  mesurGe p o u r  

c h a q u e  t e m p e r a t u r e .  

L e s  v a l e u r s  s o n t  d é t e r m i n é e s  d e  5 e n  5 O C  p o u r  l e s  

t e m p é r a t u r e s  c o m p r i s e s  e n t r e  20°C e t  70°C. 

2  - A c t i v i t é  e n  f o n c t i o n  du pH 

100  m l  d ' u n  moût d e  f e r m e n t a t i o n  t r è s  v i s q u e u x  s o n t  

a j u s t é s  a u x  d i f f é r e n t s  pII d e  l ' e x p é r i e n c e  (4 - 4 , 5  - 5 - 5 3  - 
6 - 0 , 5  - 7 - 7 , S  - 8 - 8 ,5  - 9 )  p a r  a d d i t i o n  d ' a c i d e  c i t r i q u e  

. 0,2M p o u r  l e s  pH a c i d e s  e t  d ' u n e  s o l u t i o n  tampon p h o s p h a t e  t r i -  

s o d i q u e  0,2M p o u r  l e s  pH b a s i q u e s .  De l ' e a u  d i s t i l l é e  e s t  a j o u t é e  

e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  p o u r  1 4 0  m l  a f i n  d ' o b t e n i r  l a  même c o n -  

c e n t r a t i o n  e n  s u b s t r a t .  

La f o r c e  d e  1 0  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  e n z y m a t i q u e  e s t  a l o r s  

m e s u r é e  p a r  l a  b a i s s e  de  v i s c o s i t é  à 40°C d e s  s u b s t r a t s  a u x  d i f -  

f é r e n t s  pH. 

I I  - P u r i f i c a t i o n  d e  lnEnzyme X" 

l l 

A - P r é p a r a t i o n  i n d u s t r i e l l e  d ' u n e  p o u d r e  a t o m i s é e  dWEnzyme X "  

Un moût d e  c u l t u r e  de  B a c i l l u s  s u b t i l i s  ( 3  0 0 0  l i t r e s  

e n v i r o n )  d e s t i n é  à l a  p r é p a r a t i o n  dmEnzyme X"est  d o s é  t o u t e s  l e s  

d e m i - h e u r e s  p o u r  d é t e r m i n e r  l e  maximum d ' a c t i v i t é .  L o r s q u e  c e l u i -  

c i  e s t  a t t e i n t ,  l e  moût e s t  d C b a r r a s s é  d c  l a  p l u p a r t  d e s  b n c t c r i e s  

du m i l i e u  p a r  a d d i t i o n  d ' u n  a g e n t  d e  f l o c u l a t i o n  i n d u s t r i e l  : l e  

t 6 t r o f l o c  6 3 ,  e t  f i l t r é  s u r  f i l t r e s  p r e s s e  e û r n i s  d e  c a r t o n s  



Mil ieu de fermentat ion total  

Floculation ( Tét  ro f loc  6 3 ) 

Fi l t rat ion stér i le 

(Cartons " C 5 et  E.K. S . " )  

A tomisat ion 

Figure IO : schéma de  la préparat ion industrielle 

de I ' enzyme X 



C 5 ,  E.K.S. p o u r  é l i m i n e r  l e  p r é c i p i t é  d a n s  l e q u e l  s o n t  e m p r i s o n -  

n é e s  l e s  b a c t é r i e s .  Le l i q u i d e  b r i l l a n t  o b t e n u  é s t  a t o m i s é  e t  

donne  une p o u d r e  s o l u b l e  d a n s  l ' e a u ,  t i t r a n t  e n t r e  5 000  e t  

2 0  0 0 0  u n i t é s  p a r  t;ramme. C e t t e  poi idre  e s t  s t a b l e  à t e m p é r a t u r e  

a m b i a n t e .  

B - I n h i b i t i o n  d e s  p r o t é a s e s  n e u t r e s  e t  a l c a l i n e s  

En s o l u t i o n ,  l''Enzyme X ' e c t  d é t r u i t e  p a r  l e s  p r o -  

t é a s e s  p r é s e n t e s  d a n s  l e  m i l i e u .  L ' a c t i o n  de  l a  p r o t é a s e  n e u t r e  

p e u t  ê t r e  i n h i b G e  p a r  l ' a c i d e  é t h y l è n e  d i a m i n e  t é t r a c é t i q u e  

(EDTA) à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  I O - ~ M  q u i  complexe  l e  z i n c  n é c e s -  

s a i r e  à s o n  a c t i v i t e  ( 6 0 ) .  La p r o t é a s e  a l c a l i n e  e s t  i r r é v e r s i -  

b l e m e n t  i n h i b é e  p a r  l e  p h é n y l  m é t h y l  s u l f o n y l e  f l u o r u r e  (PPISF)  à 
-4 

l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  1 0  M ( 6 2 )  ( 2 2 ) .  

C - P r é c i p i t a t i o n  p a r  l ' a c é t o n e  

1 0 0 g  d 'enzyme a t o m i s e e  t i t r a n t  e n v i r o n  1 0  0 0 0  u /g r  
-4 

s o n t  d i s s o u s  d a n s  500 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  ZDTR 10--$M PMSF 10 M 

e t  s o n t  s t a b i l i s e s  à +  OC. 
Un volume d ' a c é t o n e  r e f r o i d i  A -lO°C e s t  a d d i t i o n n é  

l e n t e m e n t  ( u n e  h e u r e  e n v i r o n )  s o u s  a g i t a t i o n .  L ' e n s e m b l e  e s t  e n -  

s u i t e  m i s  à r e p o s e r  une h e u r e  à -lO°C. 

Le p r é c i p i t é  e s t  r e c u e i l l i  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à 

4 5 0 0  t/mn, 3 0  mn à - l O ° C .  

L ' o p e r a t i o n  e s t  recornrnencke d r i i u  f o i s  nprEs r e d i s -  

s o l u t i o n  du p r é c i p i t b  d a n s  5 0 0  m l  d ' e a u  r e n f e r m a n t  d e  I'EDT'A I,O-'M 

e t  du P N ~ F  I O - 4 ~ .  

Le p r é c i p i t é  f i n a l  e s t  r e d i s s o u s  d a n s  100  m l  d e  l a  

s o l u t i o n  p r é c é d e n t e  e t  c e n t r i f u g é  à 4 500 t/mn p e n d a n t  30 mn à 

+ 4 ° C  a f i n  d ' é l i m i n e r  l ' i n s o l u b l e .  

D - P r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium 

L e s  1 0 0  m l  d e  t ;urna3geant o b t e n i i s  n p r e ç  p r é c i p i t a -  

t i o n  à l ' a c é t o n e  s o n t  amenés  à 60pIO0 d e  s a t u r a t i o n  e n  s u l f a t e  



Enzyme brute atomisée 

Précipitation par un volume d 'acé tone  ( 3 fo i s )  

précip i tat ion par le sul fate d'ammonium(60p100deS) 

b Surnageant 

Fractionnement sur colonne de D E A E Cellulose 

k elut ion à I 'eau 

élution par tampon phosphate 
ph6 '7  7 0 m M  

Elu t ion par tampon phosphate ph6 '7  1 2 0 m M  

. 

Figure I 1 :  Schérna d e  la pur i f i ca t ion  de I1er?zyrne 



d'ammonium par addition lente sous agitation de 150 ml d'une 

solution saturée à + 4OC. 
Après une nuit à + 4°C. le précipité est recueilli par 

centrifugation à 13 000 t/mn pendant une heure dnns une centri- 

fugeuse Beckman J 21. 

Le précipité est redissous dnns un volume minimum de 

la solution aqueuse renfermant de l1EDTI I O - ~ M  et du PMSF I O - ~ M .  

il est dialysé une nuit contre la même solution ?i + 4°C. 

90 ml de l'adialysnble sont n~justés à 100 ml p a r  l'ad- 

dition d'une solution tampon phosphate 100 mM, riII  6,7. 

E - Fractionnement par chromatographie d'échange d'ions 
sur DEAE - cellulose 

La solution obtenue après précipitation au sulfate d'am- 

monium est déposée sur une colonne de DEAE-cellulose ( 2 , 5  x 90 cm) 

équilibrée dans le tampon phosphate IOmM, pH 6 , 7 .  

La colonne est éluée par un gradient discontinu de tam- 

pon phosphate pH 6,7, IOmM, 70mM et 120mM. 

Le débit est de 40 ml/h. 

Les fractions recueillies (20 ml) sont dosées par la 

méthode viscosimétrique. Les protéines sont repGrCes à 280 nm et 

dosées par la méthode de LObIRY ( 5 6 )  avec une /;amme étalon de 50 

à 150 r g  de sérum albumine bovine. 

III - Préparation et &tude de la fraction visqiicuse du mucus 

A - Préparation du mucus par ultrafiltration 

La mise au point du procédé de préparation du mucus à 

partir des moûts de fermentation de Bacillus subtilis a été réa- 

lisée en collaboration avec la société RAPIDASE. 

La figure IS, P.it9en résume la préparation. Nous avons 

traité 170 1 du milieu de fermentation 895 afin d'obtenir un 

produit homogène. 



Milieu de fermentat ion tota l  

d i lu t ion 

f i l t ra t  ion sur perlites et terre de d ia tomées 

f i l t rat ion stérile 

( cartons" C 5  et- E.K .S." ) 

ULTRAFILTRATION 

(membrane Amicon 50000 ) 

5 lavages 

m ir;romolécu les 

ions minéraux 

Extrait Macromoléculaire - - - - - - - - - - - - - - - -  

Figure1 2 sch6mü de Iû préparation de l e x ~ r a i t  visqueux 



1- Filtration 

170 litres du moût de fermentation 895 d'une viscosité 

de 35 centipoises sont dil.ués à 680 litres pour diminuer la 

viscosité. 

La filtration sur perlites et terre de diatomées permet 

d'éliminer la plupart des germes et des débris bactériens. 

La phase clarifiée ainsi obtenue est dbbarrassée des 

1 germes restants par filtration sur carton C? et E.K.S. Du toluène 

est additionné pour éviter les infections b n ~ t ~ r i e n n e s  au cours 

des opérations suivantes. 

Le volume du filtrat est de 540 1. 

Le filtrat est concentre sur membrane Amicon XM5O l n i s -  

sant passer les molécules de masse inférieure 5 50 000, ju:;qutà 

un volume de 35 1, puis lave cinq fois pour elirniner les rnlcro- 

mold.cules. 

Le volume final est de 24,5 1. 

3- L,yophilisu tion 

Le mucus est lyophilisé et conservé à + ' toc.  11 se pre- i 
sente sous la forme d'une poudre argentée qui donne une solution 1 

1 claire, visqueuse et légèrement pigmentGe. 1 

Mous avons obtenu environ 100 gramme:; de produit appelé 

mucus ~ 8 9 5 .  

I 

B - Fractionnement du mucus par chromatographie d'échange 
ci ' ions 

Le fractionnement du mucus sur colonne d'échan- 

I geur d'anions type Dowex 1x2 est réalisé selon la technique 

~réconisée par II1\MADA et al (37) .  

1- Modc opératoire 



L ' é c h a n g e u r  d ' a n i o n s  : Dowex 1 x 2  200-400 mesh e s t  
+ 

m i s  s o u s  f o r m e  H p a r  p a s s a g e  d ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  p u i s  r i n c é  

p a r  l ' e a u  j u s q u ' à  n e u t r a l i t é .  

Ig de mucus M895 r e p r i s  p a r  1 0  m l  d ' e a u  d i s t i l l e e  e s t  

i n j e c t é  s u r  l a  c o l o n n e  ( 3  x 70 cm).  

La c o l o n n e  e s t  l a v é e  p a r  500 m l  d ' e a u  d i s t i l l é e  p u i s  

G l u é e  p a r  u n  g r a d i e n t  l i n é a i r e  d ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  d e  O à 1 N 

( f l a c o n s  d e  800 m l ) .  Le d é b i t  d ' é l u t i o n  e s t  d e  1 5  ml/h e t  l e s  

f r a c t i o n s  r e c u e i l l i e s  o n t  un volume d e  5 m l .  

L e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  s o n t  n e u t r a l i s é e s  p a r  d e  l a  

s o u d e  0 , 5  N ,  d i a l y s é e s  c o n t r e  1 0 0  f o i s  l e u r  v o l u m e  d ' e a u  d i c t i l -  

1 6 e  e t  l y o p h i l i s é e s .  

P r o c é d é s  d e  r e p é r a g e  

L e s  p r o t é i n e s  s o n t  r e p h r é c s  p a r  l ' a b s o r p t i o n  à 280 nm. 

L e s  o s e s  t o t a u x  s o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  p a r  l a  microméthode  a u  phé- 

n o l  s ~ i l f u r i q u e  (51).  Le r e p é r a g e  d e s  o s a m i n e s  e s t  r é a l i s é  s e l o n  

l a  méthode d q E l s o n - M o r g a n  m o d i f i 6 e  ( 5 1  ) .  Le p h o s p h a t e  e s t  d o s é  

p a r  l a  méthode  de  A l l e n  ( 2  ) a p r è s  m i n é r a l i s a t i o n .  

3-  E t u d e  d e s  c o n s t i t u a n t s  du mucus 

Le d o s a g e ,  l a  n a t u r e  d e s  c o n s t i t u a n t s  e t  l e u r s  r a p p o r t s  

m o l a i r e s  o n t  é t é  d h t e r m i n é s  e n  c o l l a b o r a t i o n  a v e c  SAMOH ( 8 0 ) .  

Nous d é c r i r o n s  b r i è v e m e n t  l e s  m é t h o d e s  e m p l o y é e s .  

a )  Méthodes  d e  d o s a g e  calorimétriques .................................. 

0( - O s e s  n e u t r e s  
l 

L e s  o s e s  n e u t r e s  s o n t  d o s é s  p a r  l a  méthode  à l ' o r -  

c i n o l  de  TILLMANS e t  PHILIPPI  ( 7 3 )  m o d i f i é e  p a r  RIMINGTON ( 7 6 ) .  

C e  d o s a g e  e s t  e f f e c t u é  s i m u l t a n é m e n t  a v e c  c e l u i  d e s  a c i d e s  u r o -  

n i q u e s  p a r  l a  méthode a u  c a r b a z o l  de  DISCFE ( 2 3 )  a f i n  d 1 6 l i m i n e r  

l e s  i n t e r f é r e n c e s  (MONTREUIL e t  SPIK (5.1 1) .  

(3- O s a m i n e s  

I l e s  o s a m i n e s  f ;ont  d o s 6 c s  p a r  I n  m(:thode d q E l ç o n -  



Morgan m o d i f i é e  (51) a p r è s  hyc l ro lyse  e n  t u b e  s c e l l é s  p a r  l ' a c i d e  

c h l o r h y d r i q u e  4 N, 4 h e u r e s  à 100°C. 

y -  A c i d e s  u r o n i q u e s  

L e s  a c i d e s  u r o n i q u e s  s o n t  d o s e s  p a r  l n  métho-  

de  d e  DTSCHE a u  c a r b a z o l  ( 2 3 )  c o u p l é e  a v e c  c e l l e  dt3.5 o s e s  n e u t r e s  

à l ' o r c i n o l  a f i n  d ' é l i m i n e r  l e s  interférences.(MONTREUIL e t  SPIK 

(51)). 

6 - Dosage d e  l ' a z o t e  

L ' a z o t e  e s t  d o s é  p a r  l a  méthode d e  KJELDAHL 

a p r è s  d e s t r u c t i o n  p a r  l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  c o n c e n t r é .  

L ' a z o t e  p r o t é i q u e  e s t  d e t e r m i n é  p a r  d i f f é -  

r e n c e  e n t r e  l ' a z o t e  t o t a l  e t  l ' a z o t e  o s a m i n i d i q u e .  

L e s  p r o t é i n e s  s o n t  a u s s i  d o s 6 e s  p a r  l a  métho-  

de  de  LOWRY ( 5 6 )  a v e c  une gamme é t a l o n  d e  sé rum a l b u m i n e .  

fi- Dosage d u  p h o s p h o r e  

Le p h o s p h o r e  e s t  d o s é  p a r  l n  rnbthode de ALLEN 

( 2  a v a n t  e t  a p r è s  d e s t r u c t i o n  p a r  l e  rg61nnl:e ii Cl 04/ B7S04(2:l) 
I- 

b )  I d e n t i f i c a t i o n  d e s  m o n o s a c c h a r i d e s  .................................. 
L e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  s o n t  h y d r o l y s é e s  p a r  l ' a -  

c i d e  c h l o r h y d r i q u e  2N, 2 h e u r e s  à 100°C p o u r  l e s  o s e s  n e u t r e s  e t  

a c i d e s  e t  4N, 4 h e u r e s  à 100 O C  l e s  o s a m i n e s .  

A p r è s  p u r i f i c a t i o n  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o l o n n e s  

c o u p l é e s  d e  DOWEX 50 x  6, 25-50 mesh fo rme  a c i d e  e t  de  DUOLITE 

A 102 D, 25-50 rnesh fo rme  f o r m i a t e .  L e s  h y d r o l y s a t s  s o n t  chroma-  

t o g r a p h i é s  s u r  p a p i e r  Whatman 3 d a n s  l e  sys té rne  s o l v a n t  de  F I S C H N R  

e t  NEBEL (31) p e n d a n t  18 h e u r e s .  
I 

L e s  chrornatogrammes s o n t  r é v é l é s  p a r  l e s  r é a c t i f s  

ii l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  de  PARTRIGE (71) e t  a u  n i  t r a t e  d ' a r g e n t  

d e  TREVELYAN ( 9 4 ) .  L e s  osa rn ines  s o n t  m i s e s  e n  é v i d e n c e  p a r  l e  

r é a c t i f  à l a  n i n h y d r i n e .  

c )  P r o c e d é  d e  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  c o m p o s i t i o n  mo- ............................................. 
l a i r e  g l u c i d i q u e  ---------------- 

Ln comyiosi t i o r i  m o l a i r e  glucit l ic]i lr :  c.s t d6  t e r m i n h c  



p a r  c h r o m a t o g r a p h i . e  e n  p h a s e  g a z e u s e  s e l o n  l e  p r o c é d é  de  ZANETTA 

e t  'a ( l m  a d a p t é  a u  l a b o r a t o i r e  p a r  FOURNLT ( 3 3 )  a p r è s  rnéthano- 

l y s e  e t  t r i f l u o r o a c é t y l a t i o n .  

C - E t u d e  d e  l a  f r a c t i o n  v j s q u e u s e  F I V  

E t u d e  d e s  c o n s t i t u a n t s  de  I n  f r a c t i o n  F I V  

L ' g t u d e  d e s  c o n s t i t u a n t s  d e  l a  f r a c t i o n  F I V  v i s q u e u s e  

e s t  r e a l i s é c  s u r  un e x t r a i t  s e c  d e  c e t t e  f r a c t i o n  r e c h r o m n t o g r a -  

p h i é e  s u r  c o l o n n e  d e  UOWEX 1x2 p o u r  é l i m i n e r  l e s  c o n t a m i n a n t ç  

d e s  a u t r e s  f r a c t i o n s .  

a )  R B d u c t i o n  d e s  a c i d e s  u r o n i q u e s  

La f r a c t i o n  F I V  r 6 s i s t e  5 l ' h y d r o l y s e  a c i d e ,  a u s s i  

p o u r  d é t e r m i n e r  q u a n t i t a t i v e m e n t  s e s  c o n s t i t u a n t s ,  i l  f a u t  r é -  

d u i r e  l e s  ac  i d e s  u r o n i q u e s .  

Le I)rc~cGtl& de  rc'lductioii Ct;, dt:~,r.ii- p:tr :;l\Kj.C)R (80) 

e t  e s t  r e l a t é  d a n s  l a  f i g u r e  13, 1). 54. 

Le polysaccharide e s t  m é t h a n o l z s 6  e t  l e s  l i a i s o n s  

O - g l y c o s i d i q u e s  l e s  p l u s  l a b i l e s  s o n t  rompues .  L e s  f o n c t i o n s  

s e r n i - a l d é h y d i q u e s  d e s  o s e s  e t  d e s  o s i d e s  s o n t  r n t ~ t h y l  e s t é r i f i é e s .  

L e s  p r o d u i t s  s o n t  e n s u i t e  p e r a c 6 t y l G s  e t  s o n t  s o -  

l u b i l i s é s  d a n s  l e  t é t r a h y d r o f u r a n e .  L e s  a c i d e s  u r o n i q u e s  s o n t  

r é d u i t s  p a r  l e  ù o r a n e  rné thy l  s u l f i d e -  L e s  m o n o s a c c h a r i d e s  s o n t  

d o s é s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  a p r f s  rn6 thano lyce .  

2- D é t e r m i n a t i o n  d e  l n  m a s s e  r n o l & c u l n i i ~ c ?  ilct l a  f r a c t i o n  

F I V  - \ 

La masse  m o l é c u l a i r e  d e  l a  f r a c t i o n  F I V  a étC d é t e r -  

minée  à l ' é q u i l i b r e  d e  s é d i m e n t a t i o n  s e l o n  l a  rn6thode d é c r i t e  p a r  

CHERVENKA (16). L ' e x p é r i m e n t a t i o n  a é t é  r é a l i s é e  a v e c  l ' U l t r a -  

c e n t r i f i i g e u s e  a n a l y t i q u e  BECKMAN modè le  E ,  à 20°C p e n d a n t  24 h e u -  

r e s  à 10 000 t/mn. 

L e s  é c h a n t i l l o n s  o n t  une  c o n c e n t r a t i o n  de  0 , 5  m g / r n l  

d a n s  l e  tampon T r i s  H C l  0,1 M pH 7,25. 



I t r?d i~c  t i o n  



I V  - D é t e r m i n a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  d e  l X F n z y m e  X I '  

A - Mise  e n  e v i d e n c e  d e s  p r o d u i t s  d e  d a g r a d a t i o n  

1- D i m i n u t i o n  d e  l a  v i s c o s i t é  i . n t r i n s B q u e  

a )  A p p a r e i l  -------- 
1 , ' a p p a r c i  1 u t  i l  i s é  e s t  iin v i s c o a i  ni6 t r e  "VISCOMATTC" . 

Le t u b e  v i s c o s i m 6 t r i q u t ?  e s t  du t y p e  UUUk;I,OJlUK. L e s  d i f f b r e n t c s  

d i l u t i o n s  s o n t  r é a l i s é e s  a u t o m a t i q u e m e n t  a v e c  l a  c e l l u l e  "DOSIMAT". 
+ 

L a  p r b c i s i o n  d e s  d i l u t i o n s  e s t  d e  - 0 , 0 1  m l .  

Le t u b e  v i s c o s i m f t r i q u e  e t  l a  c e l l u l e  où s o n t  e f -  

f e c t u é e s  l e s  d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  s o n t  m a i n t e n u s  5 une  t e m p é r a -  

t u r e  c o n s t a n t e  à l ' a i d e  d ' u n  f l u x  de  l i q u i d e  p r o v e n a n t  d ' u n  
+ 

r é s e r v o i r  p r é a l a b l e m e n t  t h e r m o s t a t é  à une t e m p é r a t u r e  de  2 5 O C  -0,l 

p e n d a n t  2 h e u r e s .  

L e s  m e s u r e s  d e s  t emps  d 1 6 c o u l e m e n t   ont r é a l i s é e s  

p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' u n  d i s p o s i t i f  p h o t o & l e c t r i q u e .  

b )  Mode o p é r a t o i r e  

L e s  s o l . u t i o n s  s o n t  d é p o u s s i 6 r é e s  s u r  f i l t r e  M i l l i -  

p o r e  d o n t  l e  d i a m e t r e  d e s  p o r e s  e s t  d e  0,45 m i c r o n s .  

Lc  s o l v a n t  employé  e s t  u n e  s o l u t i o n  d e  p h o s p h a t e  

1 0  mM de  pH 6,5. 

L a  s o l u t i o n  d e  d é p a r t  a une  c o n c e n t r a t i o n  C de  1 5 m G / m l .  

L a  f r a c t i o n  F I V  a é t é  h y d r o l y s ç e  p e n d a n t  une n u i t  

à 37'C p a r  300 u/ml d'Enzyme X 1 ' p u r i f i & e .  L e s  d i l u t i o n s '  r C a l i s C e s  

a u t o m a t i q u e m e n t  s o n t  : C ,  2 C / 3 ,  ~ / 2 ,  C / j ,  ~/4. l 

La v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  [%3 e s t  d é t e r m i n é e  gra- 

p h i q u e m e n t  e n  e x t r a p o l a n t  à c o n c e n t r a t i o n  n u l l e  l n  c o u r b e  : 



avec : 

t = temps d'écoulement de la solution 

tO= temps d'écoulement du solvant 

C = concentration en g/ml 

2- Chromatographie sur papier des produits de dGgradation 

enzymatique de la fraction F IV 

Unc solution 5 l p 1 0 0  de la fraction vjsiqueuse rechro- 

rnntographiée sur colonne de Dowex 1 x 2 ,  une :ïol u tion dl'Lnxyrne X" 

purifiGe titrant 300 u/ml et une solution de la fraction visqueuse 

et de l'enzyme aux menes concentrations sont incubees une nuit 

à 37°C. 

5 0 ~ 1  de chaque solution sont déposés sur papier What- 

man 3 et chromatographi6s pendant 16 hclires dans le systérne 

solvant : pyridine / acétate d'bthyle / ncide acétique / e a u  

( 5 : 5 : 1 : 3 ) .  

Les chromatogrammes sont r6v&lés p3r les réactifs ci la 
ninhydrine et à l'oxalate d'aniline 

3-  Chromato~raphie de tamisage rnolbciilaire sur colonne de 

Biogel P 150 des produits de degradation enzymatique 

de la fraction F IV 

La fraction F IV hydrolys&e est chromnto~raphiée siIr 

une colonne de Hioe:el P 150 stabilisée dan:; le txrnpon pho:ïph;ite 

10 mM, pH 6 , 5 .  

Les dimensions de la colonne sont dr 1 x 60 cm. 

Les fractions collectSes ont un volume de 2 ml, le 

débit est de 6 ml/h. l 

La colonne a 6té étalonnée dans des conditions iden- 

tiques par le Bleu dextran 2000 (MM : 2 000 000), la fraction F IV 

native et par une quantité d'enzyme identique 4 celle ayant été 

utilis6e pour l'hydrolyse. 

Le rephrage des sucres totaux est f a i t  par la micro- 

mbthode au ph6nol sulfurique 



4- D e t e r m i n a t i o n  de  l a  masse  m o l é c u l a i r e  d e s  p r o d u i t s  -- -- 
d e  d b g r a d n t i o n  e n z , y m a t i q u e  de  l a  f r a c t i o n  F I V  - - 

a )  C h r o m a t o g r a p h i e  de  t a m i s a p e  m o l é c u l a i r e  ....................................... 
La masse  m o l é c u l a i r e  d e  l ' h y d r o l y ç n t  e n z y m a t i q u e  I 

l 
(le l n  f r a c t i o n  F I V  a e t 6  d 4 t c r m i n G e  p;ir tnrni:;:ige m o 1 F c u l : ~ i r e .  I 

Nous a v o n s  o t i l i s é  une  c o l o n n e  ( 1 , 2  x 8,) cm) 
l 

d l U l t r o g e l  AcA 34  s t a b i l i s é e  d a n s  u n e  s o l u t i o n  de  p h o s p h a t e  

2 0 0  r n M ,  pH 6,8. 

La c o l o n n e  a é t é  é t a l o n n é e  p a r  l e  c y t o c h r o m e  C,  l a  
1 

p l n c t o  g l o b u l i n e ,  l a  s h r i l r n  a lb i l rn ine  t ) o v i n e ,  12 : ; b r o t r ; i n ç f é r i n e  

humaine  e t  l e  b l e u  d e x t r a n  7000.  

b) U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n a l y t i q u e  .............................. 
La f r a c t i o n  F I V  h y d r o l y s é e  p a r  l ' e n z y m e  e s t  d i a -  

l y s é e  c o n t r e  de  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l y o p h i l i s é e .  

L '  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e s t  r b a l i s e e  s u r  u l t r n c e n -  

t r i f u g e u s e  a n a l y t i q u e  Beckman modè le  E à 48 0 0 0  t/mn à 20°Ç. 

L e s  p r o d u i t s  s o n t  d i s s o u s  d a n s  une  s o l u t i o n  t ampon  

T r i s  H C l  0 ' 1  M pH 7 , 2 5  à u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  2 m g / m l .  

La f r a c t i o n  F I V  n a t i v e  e s t  employée  comme m a r q u e u r  

i n t e r n e .  

B - M i s e  e n  e v i d e n c e  d e s  nouveaux  g r o u p e m e n t s  r é d u c t e u r s  

a p p a r u s  

1 -  Méthode de  d o s a g e  d e s  nouvenvx  g r o u p e m e n t s  r 6 d u c -  
,-- 

t e u r s  a D o a r u s  

a )  R6act i f : ;  -------- 
\ 

L e s  nouveaux  g r o u p e m e n t s  r é d u c t e u r s  a p p a r u s  s o n t  

d o s é s  p a r  l a  méthode  d e  IIEISSIG, STROMI!.IGER e t  LELOIH ( 7 5 )  mo- 

d i f i é e  par LEVVY e t  Mc ALIAN ( 54) a u  r k a c t i f  dtERLICII e n  m i l i e u  

b o r a t e .  

L e s  s o l u t i o n s  e m p l o y é e s  s o n t  : 

- T é t r n b o r ü t e  d e  p o t a s s i u m  O,? M pH 3,2 

- E ~ a r n d i m 6 t , h y l ü m i n o b e n z ; ~ 1 d 6 h y ( 1 ~ \  (PDNAR) a l p 1 0 0  

dan:; un m61anK<z à 98,'/>1,100 c l  ' i i c i d c  n c b t  iclilc e t  

1 , 2 5 p 1 0 0  d ' a c i d e  c h l o h y d r i q u e  c o n c c n t r 6 .  



b) Node opbratoire --------------- 
A 0,4 ml de la solution à doser sont ajoutés 

0,2 ml de la solution tampon boratée. L'ensemble est mis au bain- 

marie à 100°C pendant exactement 3 minutes puis est refroidi 

SOUS courant d'eau. 

3 ml de réactif au P D M A U  sont ajoutés et les tubes 
k 

après agitation sont mis au bain-marie à 37OC -1 pendant 12 mn. 

Après refroidissement, ln densitc optique est lue 

immédiatement à 585 nm. 

2- Détermination de 1 'nc t iviti! de l" i<nzvme X"en f o n c  t i  on 

du pH et de la température -- 

Une solution A 5 mg/ml de la fraction visqueuse 

dans un tampon phosphate-citrate 0,2 M pl[ 6,5 et une solution 

d'enzyme purifiée 21 5 000 u/ml sont mis à incuber 2 la tempéra- 

ture de l'expérience. 

A 0,4 ml de la solution visqueuse est additionné 

O,? ml de la solution enzymatique, l'ensemble après agitation 

est incubé à ln température de l'expérience. 

La réaction est arrêtée par l'addition de 0,2 ml 

de tampon borate et par le passage de 3 minutes au bain-marie 

bouillant. 

Les températures d'expérience s o n t  échelonnées 

entre 20 et 70°C, de 5 en 5 O C .  

La fraction visqueuse est dissoute dans une gampe 

de solutions tampon phosphate 0,2 M, citrate 0,l M de pH 3 , 5  à 8,5 

échelonnées de 0,5 en 0 , 5  unitEs de pH pour avoir une concentra- 

tion de Srng/ml. 

0 , l  ml d'une solution d'enzyme purifiée titrant 

3 O00 unités par ml sont ajoutés et l'ensemble est incubé 20 mi- 

nutcç à 37OC. 
Ln réaction est nrrêtce par l'addition dc O,% ml 

de tampon bor:ite et paï passage pendant 3 mn :lu bain-marie 5 10d°C. 



3- B a i s s e  d e  l a  v i s c o s i t é  e t  a u e ; m e n t a t i o n  du p o u v o i r  

r é d u c t e u r  d e  l a  f r a c t i o n  F I V h y d r o l y s é e  p a r  l ' e n -  

zNme 

L a  m e s u r e  d e  l a  v i ç c o s i t 6  e s t  r é a l i s é e  p a r  un v i s -  

c o s i m è t r e  du t y p e  E p p r e c h t  q u l  p e r m e t  l e s  p r 4 l è v e m e n t s .  

140 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  à O,OLtplOO de  l a  f r a c t i o n  

v i s q u e u s e  F I V  d a n s  l e  tampon c i t r a t e  p h o s p h n t c  10 mM pH G , 5  

s o n t  h y d r o l y r > é s  p a r  2 m l  de  l n  s o l i i t i o n  en7.yrn: i t . iq11~~ p u r i f i 6 e  t i -  

t r a n t  j 000 u/ml. 
+ 

L a  t e m p e r a t u r e  de  s t i 1 b i : i s a t i o n  e s t  de  2 ï " C  - I c C .  

l a  m e s u r e  de  l a  v i s c o s i t 6  e s t  r c l e v h e  a u x  t emps  

0 ,  1 ,  2 ,  5 ,  10, 15 e t  30 n n ,  7 ,  2 ,  j, 4 ,  20 e t  24 h .  

L ' a u g m e n t a t i o n  du  p o u v o i r  r 6 d u c t e u r  e s t  d h t e r m i n é e  

p o u r  l e s  mêmes t emps  s u r  d e s  p r é l è v e m e n t s  p l o n g é s  3 m i i  d a n s  

l ' e a u  b o u i l l a n t e  p o u r  a r r ê t e r  l a  r é a c t i o n  e n z y n i n t i q u e .  





1 - I>osaf<e de  l ' a c t i v i t é  d e  l ' 'Enzyme Xttpar me thode  v i s c o s i m é t r i q u e  

P o u r  d é t e r m i n e r  l e s  t a u x  de  p u r i f i c a t i o n  de  l ' 'En- 

zyme y', n o u s  a v o n s  u t i l i s é  u n e  m&thode  e m p i r i q u c  d e  d o s a g e  d e  

l ' a c t i v i t é  de c e t t e  enzyme,  m i s e  a u  p o i n t  p a r  l e s  l a b o r a t o i r e s  

de  l n  S o c i é t é  RAPll)hSii ' ,  e t  d é c r i t e  p .  40 . C e t t e  ncthocie  de  do- 

s a g e  b a s é e  s u r  l a  v i t e s s e  d ' a b a i s s e m e n t  de  1s v i s c o s i t é  d ' u n  

moût d e  c u l t u r e  d e  B a c i l l u s  s u b t ~ l i s ,  q u o i q u ~  pcu  p r é c i s e ,  p o s -  

:;;de 1 ' iivantal:c: tlc permet, t r-c 1 e  do:; i \rc r l ~ , ~  :;O 1 1 1  t I on:; ~ I J C ~  q ~ ~ e  50 I t 

l e u r  s t a d e  de  purification, a i n s i  q u e  l e  repCr.;t[:e de  l ' e n z y m e  

l o r s  de  s e s  & t a p e s  de  c h r o m a t o g r a p h i e .  

Nous a v o n s  t o u t  d ' a b o r d  d6termjn;m p a r  c e t t e  m6thode  

l e s  z o n e s  de  t e m p é r a t i i r e  e t  d e  pH d a n s  l e ~ i q u e i  l e s  l ' c n z y m e  o f f r e  

un maximum d ' a c t i v i t é .  

D é t e r m i n a t i o n  de  l ' a c t i v i t é  d e  1'EnxymeX"on f o n c t i o n  du pfI 

P a r  l a  méthode  d ' a b a i s s e m e n t  de  l n  v i s c o s i t é ,  

n o u s  o b t e n o n s  un maximum d ' a c t i v i t 6  d e  l ' fEnzyme X"à l a  t e m p é r a -  

t u r e  d e  40°C d a n s  une z o n e  (le pfI c o m p r i s e  ent r3r t  6 e t  7 ( S i g .  ( If{)). 

L ' a c t i v i t é  d e  l ' e n z y m e  e s t  n u l l e  p o u r  l e s  v a -  

l e u r s  d e  pH i n f é r i e u r e s  2 4,5 e t  s u p é r i e u r e s  5 3. 

B - il; t e r m i n a t i o n  de  l ' a c t i v i t é  de  1l'E:nzyrne Xt len  f o n c t i o n  dc  

l a  t e m p é r a t u r e  

Nous a v o n s  d é t e r m i n e  l ' a c t i o n  tic lnEnzyme Xuen 

f o n c t i o n  de  l a  t e m p é r a t u r e  a u  moyen d e  c i i l t u r c  v i s q u e u x  d o n t  l e ' s  

pH s e  s i t u a i e n t  d a n s  l a  z o n e  du maximum d ' a c t i v i t é ,  c ' e s t  à d i r e  

e n t r e  pH 6 e t  pH 7. 

La z o n e  de  t e m p é r a t u r e  dans l a q u e l l e  l ' a c t i v i t é  

d e  1"Enzyme X"es t  m e s u r a b l e  s e  s i t u e  e n t r e  31, c t   OC ( f i g .  ( 15)). 

L ' R C  t i v i  t é  d e  1 "Enzyme XUe:;t n i i l l e  au-del .2 d e  6 O 0 C .  

C - C o n c l u s i o n  



F i g u r e  14 A c t i v i t é  de 1 '  E n z y m e X  en fonction du pH 

par m é t h o d e  v iscosi rnét r ique 





c o u r s  de  l a  p u r i f i c a t i o n  s e r o n t  donc p r n t i q u t ~ c  à l a  t e m p c r a t u r c  

d e  40°C e t  a u  pH du moût d e  c u l t u r e  e n  f i n  de f e r m e n t a t i o n  q u i  

s e  s i t u e  d a n s  l a  z o n e  de  pH d ' a c t i v i t é  o p t i m a l e  (6,5 à 7 ) .  

L a  l i m i t e  i n f é r i e u r e  d e  d é t e r m i n a t i o n  d e  l ' e n z y m e  

d a n s  c e s  c o n d i t i o n s  e s t  d e  100 u n i t b s  d 'enzyrne m i s e s  e n  j e u .  

E t a n t  d o n n e  13 c o r n p l e x i t &  du m i l i e u  d e  d o s a g e ,  l a  

b a i s s e  d e  v i s c o s i t é  dCie a u x  a u t r c s  enzymes p r e n e n t e s  d a n s  l e  m i -  

l i e u ,  les ph6nomènes  a n n e x e s  de  c o a g u l a t i o n  d ~ s  p r o t é i n e s  q u i  

c o s i  t P  dii moû t  eri f o n c t i o n  ri i i  pH d e  I n  ternpi.r;itiir.c di1 dosa[:a, 

l a  s e n ç i b i l i t C  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e  du d o s a g e ,  c e s  courbe:; n e  

p e i ~ v c n t  q u ' a p p r o c l l e ~ .  1c.s v n l e i i r s  (le pl1 e t  dv 1 c>rnp;*r.:ltiirc. maxi-  

m a l e s ,  c t  n e  s o n t  u t i l i s a b l e : ;  que  p o u r  d 6 t c r m i n c r  d e s  z o n e s  d e  

v a l e u r  d a n s  l e s q u e l l e s  l ' e n z y m e  e s t  p r o c h e  dii maximum d ' a c t i v i t é .  

Néanmoins ,  c e s  v a l e u r s  p e r m e t t e n t  d e  standardiser l a  méthode d e  

cios;if.;c. 

Nous f e r o n s  p l u s  l o i n  une  d é t e r m i n a t i o n  p l u s  ~ r - 6 -  

c i s e  de  c e s  v a l e u r s  p a r  méthode calorimétrique s u r  l ' e n z y m e  

p u r i f i é e .  

I I  - P u r i f i c a t i o n  d e  l ' 'Enzyme X" 

A - P r é p a r a t i o n  i n d u s t r i e l l e  d e  ll'Enzymc: X "  

La n l j c e s s i t k  d c  d i s p o s e r  d1'En7,yrnp XMriour f a i r e  chû-  

t e r  l a  v i s c o s i t é  d e s  p r é p a r a t i o n s  d '  o(Arny1nse n ilmené l a  S o c i 6 t é  

RAPIDASE à p r é p a r e r  l ' e n z y m e  so i i s  u n e  fo rme  , s t a b l e .  

k) i i r t  1)011r 1ii p ~ u i  f i c i l  t. iori tl(t .l 'c:rizymcb. I d ( !  :;t:ki;~iri:i ( 1 ~  l i r  pr(tpitrii t i o n  

e s t  d G c r i t  p.  45. 

L e s  rnoiitç d e  f c r n i e n t a t i o n  dc  % c i l l u s  s i i b t i l i s  

de:; t in(.:; & Lri ]i,rodilc t i on  i riciu:;t.r.it:l 1 O 111: 1 "l.:~iz,yrrir~ 2' , , o r ,  L pr6.l ev;,:i 

t o i i t e s  l e s  t r e n t e  m i n u t e s ,  r i f i n  d c  d b t e r m i n t r  Ic i  f ' o rcc  ( ic l ' e n z g m ( ' .  

1l:n e f f e t ,  l e  phi.nomène d ' n l i p n r i t , ~ o n  clc 1"iSnxymc X "  



x i m a l e  p o u r  o b t e n i r  l e  m e i l l e u r  r e n d e m e n t  p o s s i b l e .  l 
Le maximum de  f o r c e  e n z y m a t i q u e  e s t  a t t e i n t  

l o r s q u e  c e l l e - c i  n ' a u g m e n t e  p l u s .  Le moCt de  c u l t u r e  e s t  a l o r s  

tr:ti t h  p a r  i i r i  :it;cn t f1ot:ulnnî; i n d i i * : t r i e l  (TF? t r o f l o c  631,  a f i n  

d a  p i é g e r  l e s  bac  t 6 r i e s ,  p u i s  f i l  tri. s u r  f i1t .1,c.s  pre:;:;e g a r n i s  

de  f r l t r e s  c a r t o n  C 5 .  L c  l i q u i d e  o b t e n u ,  d ' n s j > e c t  b r i l l a n t ,  e s t  

I a l o r s  a t o m i s é  p o u r  sa  c o n s e r v a t i o n ,  c a r  nous  v e r r o n s  u l t é r i e u -  1 

r e m c n t  que  Ir:s prisp, lr ; i t ion:;  ( 1 '  enzymrl non  ~ I I T .  L I'J ;se:; n e  :;ont pri:; 

: i t : l \ ) l~s v r l  m i l  ~ P I I  1 i q l i ~ t i t : .  

L ' a t o r n i s a t i o n  de  l n  p r ; , p a ï a t i o n  d 'cnzyrne donne  

u n e  p o u d r e  b r u n e  t i t r . i n t  de 5 000 ii 20 000 i i n ~  tes, p o u r  un 

r e n d e m e n t  d e  l ' o r d r e  de  8 0 ~ 7 0 0 .  

Le p r o d u i t  a t o m i s é ,  g a r d e  à + h ° C ,  e s t  s t a b l e  

p e n d a n t  p l u s  d ' u n  a n  s ' i l  e s t  g a r d é  à l ' a b r i  de  l ' h u m i d i t é .  

I d  

B - S t a b i l i s a t i o n  de  l : t n z y m e  X p a r  i n h i b i t i o n  d e s  p r o t é a s ~ s  

L a  c o n s e r v a t i o n  e n  m i l i e u  l i q u i ( ? e  de  lmL'nzyme X" 

e n t r a i n e  d e s  p e r t e s  d ' a c t i v i t é  a u  c o u r s  du t emps  ( f i g .  (16)). 

C e t t e  p e r t e  d ' n c t i v i t 6 ,  a s s e z  r a p i d e  à tc rnp(1ra ture  

a m b i < a n t e ,  e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  d û e  à l a  p r 6 s e n c c  de  p r o t é a s e s  neu-  

t r e s  e t  a l c a l i n e s  s e c r é t é e s  p a r  B a c i l l u s  s u b t i l i s  (DELECOURT ( 7 2 ) ) .  

L a  p r o t é a s e  n e u t r e  e s t  u n e  m & t n l l o p r o t é i n e  à z i n c .  

L ' a c i d e  é t h y l è n e  d i a m i n e  t b t r a c é t i q u e  p e r m e t  d e  

complexer .  l e  z l n c  e t  i n h i b e  a i n s i  r é v e r s l ù l c m e n t  Ifen7,ynie (Mc CONN 

e t  (60)). 
- ,> 

I l e s  d o s e s  ernploy6ec s o n t  t i c  1 0  b1 p a r  1 i t r . e .  

1,a p r o t C n s e  ; i l c n l i i i c ? ,  ~ ~ c i i  :ic t. ~ v i .  r i i l  pII 6 ,'/ crnPl'oy;! 

l o r s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  de  l ' e n z y m e ,  c s t  i n h i b G e  i r r é v e r s i b l . c n i e n t ,  
-4 

p a r  1~ I ~ l i ~ n , y l n i ~ t h y l s 1 ~ 1 . f o n y l f l i i o r u r e  (PMSE'), à l n  d o s c  dc 10 M 

!  LI^ p r i . c i p i t n t i o n  t ie  100 g t i c .  : ;ol i i t . ion de 1;) p r b -  1 
l 

p ü r n t i o n  d ' e n z y m e  a t o m i s é e  p a r  un  volume d ' a c ~ ~ t o r i c  :A f r o i d  d o n n e  



1 2 3 4 5 6 7 e n  j o u r s  

O+ T e m p e r a t u r e  a m b i a n t e  + E D T A   IO-^ M. + P M S F  I O - ~ M .  

- + 4 O  C 

t-c T e m p é r a t u r e  a m b i a n t e -  

F i g u r e 1 6  D i m i n u t i o n  d e  1 '  a c t i v i t é  d ' u n e  so lu t ion  d ' ~ n z ~ m e X  

non pur ' i f iée en f o n c t i o n  du temps  



a p r è s  l y o p h i l i s a t i o n  un  p o i d s  s e c  d e  20,2 g. L e s  p r o t é i n e s  do- 

s é e s  p a r  l a  mkthode de  LOLiRY r e p r é s e n t e n t  1 , 5  ( 7 .  

P l u s  de  ?Op100 de  1  ' a c t i v i t ;  d c  d 6 p n r t  c s t  

r e t r o u v é e  p o u r  u n e  n c t i v i t e  s p 6 c i f i q u e  r n u l t i p l i 6 c  p a r  6. , 
1 

C e t t e  é t a p e  a p p o r t e  une p u r i f i c a t i o n  a p p r k c i a b l e  

compte  t e n u  de s o n  r e n d e m e n t .  

D - P r 6 c 1 p i t . n  t i  o n  p a r  Lc s t i l . f r i t t .  cl ' i i n i n i o r i j  i i r r i  

L,e pr;.ci~)itf's n c i . t o n i q i l e  retlis:;ouc; 4l;ln:; une  : i o l u t i o n  

EUTA 1 0 - 3 ~  e s t  amené 6 0 p 1 0 0  d c  s a t u r a t i o n  en s u l f n t e  d'arnmo- 

nium. Le p r é c i p i t é  o b t e n u  e s t  r e c u e i l l i  p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  

r e d i s s o u s  e t  d i a l y s é  c o n t r e  l a  s o l u t i o n  d'i!;»T;~ 10-'M. I 
! 
1 

AprGs 6 l l n i i n n t i o n  d e  1' i n s o l u b l e  par- ceri t r i f u g a t i o i ~ ,  i 
l e  su i -nage i tn t  c s t  cornl)3i~t;~: à 100 m l  e t  coi i t . ie r i t  > , 2  mi,' d~ p r o -  

t é i n e s  p o u r  une a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  de  1 310 u/mg. 

Au t e r m e  de c e t t e  deuxiè ine  étape, la p i i r i f i c n t i o n  1 
e s t  de  1 1 , 8  p a r  r a p p o r t  à la p r b p a r a t i o n  ( I fenzyme a t o r n i s c e ,  p o u r  l 
u n  r e n d e m e n t  de  62p700 .  

La l y o p h i l i s a t i o n  d é t r u i t  une  g r a n d 0  p a r t i e  de  l ' a c -  

t i v i t h ,  a u s s i  l n  s o l - u t i o n  e s t  a u s s i t ô t  a p p l i q u e e  s u r  u n e  c o l o n n e  

d e  DEAE c e l l u l o s e .  

E - F r a c t i o n n e m e n t  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  .-- 11 ' ( > c h n n g e d 1  i o n s  -- 
siir c o l o n n e  d e  IIEAE c e 1  l u l o s e  

1,:i. s o l  11 t i o n  o b t e n i i c  p a r  pr. ;c~ p l  t :i t i o r 1  ; I I I  :;il l f:it c! 

d'-ammonium e s t  a p p l i q u é e  s u r  iine c o l o n n e  d e  i)EltE c e l l u l o s e  & l u g e  

p a r  un  g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  d e  tampon p h o s p h a t e  pIi 6 , 7  10 n i M ,  

70 n i P l ,  1 2 0  m i l .  

L'cri;.,ynic: é1iii.e c s t  rcpi.r;:e p:rr. v i  r ;conirri ;&trie.  

L ' e n s e m b l e  d e s  f r a c t i o n s  a c t i v e s  r 6 u n i e s  a u n e  a c t i -  

v i  1.6 :;phci f i  c l i l c !  t i c  45 300 i i /mr; (le p r o  t C  i tic.:;, f - c t  c l i i  i cor-rc:;poriri 

;I UIIP ~ I I J - i  S i  C:I 1, i o r )  ( l ( !  l i O ( 9 ,  ' 1  p*ir ~ * : ~ p ~ ) o t - L  :; 1 :I j ~ t . ; , ~ , , ~  r : I  t i or1 ( 1  e n -  

zyme i n d u s t r i e l l e .  

La s o l u t i o n  e n z y m a t i q u e  e s t  r b p a r t i c  e n  a l i q u o t e s  





Tableau V :Pur i f icat ion de  I ' enzymeX  
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s 

I 

)Enzyme 

~torniske 

Précipi té 

Acétone 

, . - *  
Precipite 

SulFaie 
d * 

Ammonium 

DEAE 

Celldose 

. 

Volume 

en ml 

500 

100 

100 

140 - 

Protéine 

en 9 
mi 

19 I 950 

15 322 t 

5,225 

9078  

A C ~  ivité 

en U 
ml 

2208 

10 168 

6845 

3548 

Activi 16 
Spécifique 
e n  u 

* g  

110,6 

663,6 

1310 

45300  

AC tivité 
To 1 ale 

1.IOCCCO 

1.016.803 

684.500 

4 96.800 

Rendeml 
en ~ 1 0 0  

100 

92,l 

6 2  

4 5  

1 

krificat0 
e n  pIOO 

I 

1 

6 

I l f$ 

409 5 
/ 



de 2 m l  e t  c o n g e l é e .  

C e t t e  s o l u t i o n  e s t  s t a b l e  p e n d a n t  nu  niojns 6 m o i s .  

La  1 y o p h i l . i s a t i o n  d é t r u i t  l ' n c t i v l t h .  

La p u r i f i c a t i o n  d e  l ' e n z y m e  p e r m e t  d ' o b t e n i r  une  

s o l u t i o n  l i m p i d e ,  s t a b l e  s o u s  fo rme  c o n g e l é e ,  d ' a c t i v i t é  s p é c i -  

f i q u e  b l e v 6 e  p o u r  un  r e n d e m e n t  a p p r 6 c i n b l e .  

C e t t e  pr61)nr ; i t  i o n ,  quoiqlir :  con t  r~ri-int: cincorc de:; ' 

i m p u r e t t s ,  v a  n o u s  pel-me t t r e  c i '  6 t u d i c r  q u e l q u e s  p r o p r i h t i > s  en-  

zyrn;iticliies e t  p h y s i c o c h i m i q i i e u  de  1"Enzyme Y,'! 

Une p u r i f i c a t i o n  p l u s  p o u s s b e  c n t  p o s s i b l e  p:Jr t n -  

misnge  m o l & c u l n i r e ,  c e p e n d a n t  l e s  f a i b l e s  t a u x  d ' a c t i v i t é  o b t e n u s  

e t  I ' l n s t a b i l i t é  de  l ' e n z y m e  a l a  c o n c e n t r î t i o n  n o u s  o n t  f a i t  

c h o i : ; ~  r c e  :;tade (ic p u r i f i c a t i o n  p o u r  1f.s 6 t u ~ 1 . t ~ ~  111 t 4 r i  c u r e s .  

111 - P r ( > p a r a t i o n  e t  6tudci d e  l:i f r a c t i o n  vi::qucu:?e d e s  moûts  

A f i n  de  t r a v a i l l e r  s u r  u n  p r o d u i t  s t a n d a r d i s é ,  n o u s  

a v o n s ,  e n  c o l l a b o r a t i o n  a v e c  l a  S o c i é t 6  RAPIlJALiF;, p r & p a r é  une 

g r a n d e  q u a n t i  t é  d ' u n e  f r n c  t i o n  ~ n r i c h i  e  e n  cor1si.i  t , i i ~ n t  v i  :;queux 

a f i n  de  l e  p u r i f i e r .  

Ce prodi i i  t , e x t r r i i  t fi p a r t  i r  di1 t n o i i  t ( 1 ~ .  Sr.rrn~nt,-?t  I o n  

895, :A r e ç u  l e  nom (je mucus M 895. I 

SAMOR B. s' c ç t  plu:; p a r t i c u l  i&rt .ni(?nt  o c c u p 6  de  

l ' & t i l d e  de  sa  coniposi  t i o n ,  e t  n o u s  r n p p o r t e r o r i s  i c: i les p r i n c i -  

paux r c s u l t n t o  q i ~ ' i l  n o b t e n u s  (80). 

Le mucu:; M 895, d o n t  ] a  j i r P p a r ; ~  t ~ o n  r:;t d 6 c r 1  i,c 1'- 4c1, 

cians le c h a p i t r e  "Mrtti.r-iel e t  n16 thodes" ,  e s t  t.rc':; r i c h e  c r i  s u c r . e s .  



- ' j l  . 

Tableau VI , Composi t ion centéc imale d u  mucus M895- 

~ e s u l t a t s  expr imés en p. 100 du  po ids  sec  

- 

Mon osac cha r  id e s  Neutres 

N-acéty l osamines 

Acides Uroniques 

Phosphore 

Protéines 

2 

Mucus 895 
I 

2 4 , 3  

20,4 

4 3  

t3,9 

30,6 

1 1  



Commc l e  m o n t r e  l e  t a b l e a u  p. 71 , c e u x - c i  c o n s t i t u e n t  5 0 p 1 0 0  

de  ç a  c o m p o s i t i o n  t o t a l e  e t  s o n t  d e s  m o n o s a c c h a r i d r s  n e u t r e s  e t  

d e s  N - a c 6 t y l o s a m i n e s  p o u r  l ' e s s e n t i e l ,  e t  d e s  a c i d e s  u r o n i q u e s .  

Le mucus e s t  r i c h e  e n  g l y c é r o l  p h c s p h n t c  p r o v e n a n t ,  

cornnic n o u s  l e  v e r t - o n s  u l  t a r i e u r c m c n t  , tic?:; nc: i d t > s  t & i c h o ï q : i e s .  

E n f i n ,  L e  n u c u ç  c o n t i e n t  e n v i r o n  u n  t i e r s  de  p r o -  

t 6 i n c . s  d:in:; s a  c o m p o s i t i o n .  

B - P u r i f l c n t i o n  du mucus M 895 p a r  c h r o r n - i t o g r a p h ~ ~  d t é c h n n r e  

d ' i o n s  s u r  c o l o n n c  dc Dowcx lx,.' 

Ide mucils Il 895 e:;t cl issoiis rin11,; l ' e n ~ i  e t  c h r o m n t o -  

g r a p h i é  s u r  une c o l o n n e  de  Dowex 1x2 2(10-400 x e s h .  L a  c o l o n n e  

e s t  é l u é e  p a r  l ' e a u ,  p u i s  p a r  u n  g r a d i e n t  c o n t i n u  d ' a c i d e  

c h l o r h y d r i q u e  d e  O à 1 N .  

l e s  c o m p o s i t i o n s  c e n t é s i m a l e s  :;ont rcportltn:; i l - ,nr ;  Ir, tiiblc.-iu n o  V Y 1 . i  

- 1,:i f r : i c t i o n  F e s !  r i r t i e  c n  :;:icc:hnrid~~:; n r i i t r o s  e t  1 
cri p r o t ; .  ne:;. 

- Ln f r a c t . ï o n  F e s t  c o n ç t i t u 6 c  e s s c n L i + : l l c r n e n t  p a r  r I  
d e s  p r o t E i n e s .  

- L n  f r n c t i o n  F c o n t i e n t  de,? s u c r c : ;  e t  d e s  p r o t é i n e s .  D I  

- La f r n c t i o n  F p o l y s a c c h a r i r l i q u c  c s t  l a  f r n c t i o n  I n  
1 v 

p l u s  v i s q u e u s e .  E l l e  c o n t i e n t  p l u r  de 50p100 d e  

N - n c é t y l o s a m i n e s .  

- L a  f r a c t i o n  F,, r i c h e  e n  p h o ç p k i o r ~  rn;icrornolhcil luire.  

I l  s ' a g i r  i c i ,  comme l ' o n t  mont,r& BisSIIEMCOURrP e t  

1 ) L O I f V T I ' R  ( I O ) ,  d ' n c i d c s  t 6 i r k i o l r l i i c : ~  3 ( : lycAro l .  

1qo11:i i , t ,~ l ( i i  ervn:; p l  11:: J ) ? , J - ! , J  ( : ~ i  l 1 ; b r . , % r n t > r ~ L  J : I  f.r:l(: L ion  11' . rv 
r i c h e  e n  osnmj nc:; c . t  c l i i i  c:;t l n  p l i l s  v i  r;c!iit,ii:;rl. (:PI I r  fr.:ict.lori c.:,t. 

recht-oma t o g r n p h i  ;se s i I r  c o l  onric? d c  I ~ o w r ~ x  1 xi' poiir  I: 1 i ni i r i c r  ail m a -  

ximum Les contnmin;tnl:; d c s  f r a c t i o n : ;  k' t s { ,  F 
1Bï v 



1000 Volumee 

Figure 18 :Chromatographie du mucus M 895 sur colonne de DOWEX 1 x 2  
I~ 
4 

.-Oses totaux (phénol sulfurique) ii l 

O - - - .  Protéines (absorbante à 280nm) 
. . . . . . Flcnn R A n r n g n  -- --- -- - - - - - - - -- - 



TableauVI1 ,Composition centésimale cles fractions clu inucus 895 



 ablea au VI11 : Etude comparative de la composition centésimale des 
Fractions FI à FV 

Tableau 11 : Viscosité intrinsèque du mucus 895 et de ses fractions 

GlycéroI- 
Phosphate 

Tota l  

I ndosé 

Muccis F~~ Flv F" 1 

-_I__-- 

[!O 258,5 18,8 
19,6 28,l 323 12,8 

"6 

R U S  
LI L E  O 

O 

95,6 

f4 

O 

08 

2 

0,2 

958 

2 2  

1,5 

82) 

17 9 

2 9,4 

8 5,4 

14,s 



E t u d e  de l n  f r a c t i o n  F , r e c h r o r n n t o g r a p h i 6 e  - I n  

La f r n c t i o n  F S V r e c h r o m a t o g r n p h i h ~  e s t  d i a l y s é e  c o n t r e  

s u r  l e  l y o p h i l  i s a n t ,  a f i n  ( l ' e n  k t i ~ r i i e r  l n  conipoc;i t l o n  c c . n t 6 s i -  

m a l e  e t  l a  n a t u r e  d e s  c o n s t i t u a n t s .  

1- Composi t i o n  (le l n  f r c i c t i o n  

a )  O s e s  n e u t r e s  ------------ 
Les  o ç ~ s  n e u t r e s  son t .  clo:;;>:j ~ ~ : l x .  1 - 1  rnéthoclc ri l ' o r -  

c l n o l  (65) e t  c o n s t i t u e n t  23 ,41)100  de  l n  f r a c t i o n  FI,,. 

Ln c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p a p i e r  a p r F s  h y d r o l y s e  

c h l o r h y d r i q u e  s e l o n  I n  rnbthode d é c r i t e  p.  -52 p e r m e t  de  m e t t r e  

e n  h v l d e n c e  du ~ ~ a l n c t o s e  e t  du rnnnnosr. 

1,e r : ippor t  mo1:i Lre t i P  t e r m i  ni'- c.h rorna t o f ; r a p h i e  

e n  p h a s e  g a z e u s e  a p r è s  m é t h a n o l y s e  e t  p b r n c 6 t y l , ? t 1 o n  pst de  

5 m o l 6 c u l e s  d e  g n l : ~ c t . o s e  p o u r  1 de  mannose.  

b )  A c i d e s  u r o n i q u e s  ---------------- 
L a  d i f f i c u l t é  de  c o u p e r  q u o t j d i e n n e m e n t  l e s  liai- 

s o n s  d e s  a c i d e s  u r o n i q u e s  p a r  h y d r o l y s c  n c l  d e  y ê n a i  t l e u r  dosafye .  

I,n r é d i i c  t i o n  pni- 1 e bornrie rn;.tiiyl-sulf i t i e  p e r m e t  

de  t r ; in r ; fo rn ie r  l ' a c i d e  i i r o n i q u c  e n  s o n  s u c r P  : i ~ ~ u t r t ~  corrcsponr l : tn t  

(lu i e s t  e n s i i i  t e  do:;& p a r  chrom:] t o p r n p h i  e  % n pii?:,e [:iiZeiisc. 

IIa f r a c t i o n  c o n t i e n t  3 ,r>p100 tl ' : ?c idc  ~ 1 u c i r r o n j . q i l e .  

Le d o s a g e  c o l o r i r n & t r j q u e  p a r  I n  n:sthode d ' E l s o n -  

Norgan  d e s  N - a c h t y l - o s a r n i n e s  s u r  l a  f r a c t i o n  h'  donne  un t a u x  1 \I 
de  'JI ,5plOO. 

1,n c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p n p l e r  a p r è s  h y d r o l y s e  

c h l o r k i y c i r i q u e  pernie t  cit. m e t t r e  e n  6 - ~ i d c n c c  1:7 g l i i cosa rn ine  e t  l n  

~ n l a c  tosnrni n e .  

ILI ck i rom: i to t~ r ; i~ )h ic  e n  ph:i:,e y,;rzcbii:;i7 rioii:; donne 

uri r a p p o r t  m o l a i r e  14-nce ty l  r;nlncto::;tmirie lu'-acrltyl ~:lilco:;arniric 

d e  3 : 2. 



Tableau X Ccmposition centésimale de la fraçt ion FI,, repurif iee 

Tableau XI Composition molaire glucidique de la fraction FI" repurif iee 



Un s u c r e  d i a m i n 6  i i  < ~ t &  m i s  e n  Avic icnce  p a r  s p e c t r o -  

g r a p h i e  d c  m a s s e  p a r  S A N O R  : il s ' a g i t  di1 2 a r l i n o  lt acQtarnicio 

2 ,  4 ,  6 t r i d 6 o x y g l u c o s e  ( B a c i l l o s a ~ n i n e ) .  

La p r 6 s e n c e  d ' o s n m i n e  non N - n c 6 t y l é e  a  & t é  m o n t r é e  

p a r  r u p t u r e ,  p a r  d 6 s n m i n a t i o n  nitreuse. 

2- Masse r n o l 6 c u l - a i r e  

L a  masse  r n o l 6 c u l a i r e  d e  l a  f r a c t i o n  F a é t 6  d é t e r -  
1 v 

mince à l'équilibre d e  s é d i m e n t a t i o n ,  e t  e s t  de 1 050 0 0 0  d a l t o n s  

3- V i s c o s i  tac? i n t r i n s ? , q u e  - 

minée p a r  e x t r a p o l a t i o n  à c o n c e n t r a t i o n  n u l l e  c s t  de  323 r n l / ~ .  

I V  - Etut le  d e  q u e l q u e s  p r o p r i é t i ~ s  enzyrn: l t iques  d e  1  'Snzyme X 1 f  

A - Nnt,i;re ( l e s  composés  c o u p é s  p:xr l"Xni.;~mc- X w  

L ü  p r o p r i é t i '  e s s e n t i e l l e  d e  lWiilnzyrnc XIfei;t de  

d i m i n u e r  l a  v i s c o s i t é  d e s  moûts  de  f e r m e n t a t i o n  visqueux dc 

I 3 a c i l l u o  : ; u b t i I i s .   luss si, n o u s  a v o n s  6tl.idii. 1 ' ; ~ c f . i o r i  de l ' e n z y n i c  

a p r è s  p ~ w i f i c a t i o n ,  p o u r  6 v i t e r  le:; r t a c t i o n z  sr*condn.ir t lr ,  dûes 

a u x  a u t r e s  enzymes p r C s e n t e s ,  s u r  l e s  d i f f < a r e n t , e s  f r a c t i o n s  ob- 

t e n u e s  p a r  p u r i f i c a t i o n  de  1' c x t r ; ~  i. t V J  :;qileiix 11 1 t<r:ifj l t r 4  p a r  i 

c h r o m a t o g r a p h i e  d ' & c h a n g e  d ' i o n s  s u r  c o l o n n e  cle üowex 1 x 2 .  

Une d i m i n u t i o n  s i g n i f i c a t i v e  d o  l n  v i s c o s i t b  a 

6 t 6  o b t e n u e  s u r  l a  f r a c t i o n  F I-\r 
1,a visco:; i  tt! i.nt;rj.ri:;~!~?iic ( l e  5;',j r t ~ l / ~ :  ~ : I : ; : : c ,  

i l 1.3 r 6 :; h y d r O l y s c, t l  ' il ri c r i i i  i t 2 j '1 C , <l 0 5 ,  1 2  III i l ' [ , : .  Ailcune di.rnln11- 

t i o n  s i g n i f i c a t i v e  d e  l a  v i ç c o ç i t 6  n';i i.t.6 ob::cr'v;,e s u r  l e s  

nu t r e s  f r a c t i o n s .  

L,' a n a l y s e  c h i m i q u e  d c  l a  f r a c  L ion  F r- i . i l . is ; ,e  1v 





e n  c o l l a b o r a t i o n  av6.c S A î z i O R ,  n o u s  a p e r n i i s  d e  r n o n t r e r  s a  n a t u r e  

p o l y s a c c h a r i t 3 i q u e  ( t a b l e a u  X ) . L1'Erlzyrne 2 '  s e r a i t  donc une 

o ô j  d a s e .  

rious rious sornnics e n s u i  t e  n t  t;icliG:; 5 cl6 t t ~ r r n i  ncir 

:; i ll ' : ;nzymc X"coupai  t 1' i n  t ; r i e u r  d e  l n  c l i ~ i  :ncs po ly , s? , - c ; i a r i -  

dicl~uc ou 2 1 ' ' e x t C ~ . i e i ~ r  p a r  r-Cci:rrerice. 

La r n p i t i i t ;  (le l a  d in l i r i i i t ion  t i r 3  I n  v i n c o .  l t L  

d e  l a  f r a c t i o n  F 
I - v ~ : ~ ' "  l ' n c  t.1 o n  tir: 1'Ii;ilzyrne A1'6td i ;  t e n  f a v e u r  

d ' u n e  endoenzyme. 

Nous a v o n s  donc  t e n t é  de d + ; t e r m i n c r  l a  t ~ l l l c  

d e s  p r o d u i t s  d e  d é g r n d n t l o n  de  l a  f r a c t i o n  F n n r  l'JEnz,vme XI! 
IV - 

1- C h r o m a t o g r a p h i  e s u r  p x p i e r  d e s  p r ~ ( i 1 1 1  t~ de  d"rnd:~- -- 

L a  f r a c t i o n  F e s t  de  n a t u r e  p o l y : ; n c c h n r i d i n u e ,  s i  IV 
l"'En7.ynie X I 1  et;t u n e  exoenxyme ou s i  l e s  p~*ot l i i i  ts 0 .  d é g r a d a t i o n  

boni. de C a l b l e s  m a s s e s  n i o l ~ c u l n i r . ~ ~ : ; ,  il r + t  ~ i o : , . ; i ! ,  Le de  le,,  rnc t - 

t r e  e n  ( v i d e r i c e  p 7 r  c h r o m a t o g r n ~ , h i e  s u r  p a p i e r .  Z);, f r - i c t i o n  F 
I v 

r e c h r o r n - i t o g r a p ~ ~ ~ 6 e  e - ; t  i r i c u ' t i 6 ~  iinp n u i t  2 JICC ,1-1i.r lW1Xriiyme XI' 

p ~ t r i f  J C c .  L1hy:i:-oly:,? t erizym:iticllle in ! .  ciii-~-irn:~to~ i.-i!l;ii :,il r p;ip?: ctr 

blli.itiii:in 3 d:tns l e  c;ystFrnc! no1 v n n t  pyl- ~ d i l l c / ? c c  t , i  t ( \  ci l t : t i :yl  n/acic!c? 

nc6 t iquc /c?nu  (5/5/1/3) s e l o n  la m&tlio:ic~ d h c r - i t , ~  p.>,?. 

L J F ~  chrorna Lo[l;~.anlrnc-.r, sont .  rCvA li>:. 2 1 ' ox-i1nî.c i i ' n n i l ' j  ne 

c t  ! a  n i n h y t l r i n e  pol i r  l e s  s i i c r c s  ~irn1n6s. I,n c o l  or - i  t i o n  rriontrc 

qut3 l ' h y d r o l y s n t  eri;:ym:itiquc n ' a  p;ic; r n i ~ r ; ,  c ' ~ c  i pst, e n  f n v c i i r  ilc 

pr.otiiii t:; d o  tl;%(:r-:irfn t i o n  d e  mii:;sr3 ln01 i!cill:ii rc  6 1  cv;c>. 

4 mg tic I n  f r a c i . i  on F hyt-irolysi.r.  p. ir  I ' I1Cnz;yrn~ % "  
1 v 

s o n t  c h r - o r n n t o y ; r ; i p l ~ i ~ s  :;iir c o l  orine (3c L f i l  t r.;i t i o r 1  ( l ~  i3io~ycl r' 1 ',O. 





Tableau XI 1 Propriétés physiques des fractions F native 



If nit :  t i c .  1:i f r a c I . i o n  F : ;ont  ~ i t i l i : ~ ' : ;  coirintl ni,ircliiciit- IV . , 
p o u r  rcxpl'o(liiire I c s  rnf.nir:; coridi  Lion:; d e  v i s r o c ;  I l,c,. I,:I c o l o n n e  c s t  

c t : i l o n n A e  p 7 r  dc.5 p r o t b i n e s  s t a n d a r d s ,  l e  veld vo l i iqe  C S +  d A t e r -  I l 

rnln;. p:'r ( iu  t i lcai~ t l ~ x t r - i r i  C' 000 dc. iri:i:;rïc. i no l ; c - I I ' ,  i r . ~  . OOO 000 .  l 

l 
, , l , (* : ;  t l  i I ' f i ~ t . ( ~ ~ i l . o ~  f'r..ii.l. lori:. : . o r ~ t  T i S f "  I 1 , '  11 I r .  1 I 1 1 1 1 c ; r - O -  

l 

rii6thotiç. a u  ph'nol  si11 f ic i - ique (65). 

L e s  p r o c i u i t s  de  d ~ ? ~ , r i t i a t i o n ,  comme le r n o n t r ~  l n .  f i z i i r ~  1 
s o n t  r e t : i r d & s  p a r  r : J p p o r t  ii l a  f r a c t i o n  F n q t i v e  e t  o n t  une m a s s e  

1 v l 
l 

m o l 6 c i l l n i r e  moyenne cl ' c r i v i r o n  20 000 d a 1  t o n ? .  I Jn  c k L r o r n : i t o ~ r n p h i r  

d c  l n .  r,ii;:!ie q i i : i n t i t &  ti 'enzynie i;crv:int ii hycirolyc;pr Ir. r ~ o l y s : ~ c . c h n r ~ r i c ~  I 

n e  doririe p a s  d e  p i c  p a r  r 6 v i . l n t j o r i  nii phhnol  : > ~ i ! ~ ' i ~ i . i i j u c .  

I j ' u l  t . r : l c c n t r i f u g : i t i  on nncilyt.1 iii i( .  tic:> jii-o<i:ii t.:; tlc di:-- 

[ ; i . : i c l ; i  t..i oii c!ri;;ym;i Li c l i i c ,  i i i x  1.;i f r r ~ c  t i o n  P' :;c?.l.or~ 171 ri,~'..t,lio,i/t (i;?c r i  l , ~  IV 
i 

p.  57 p ~ r c i e t  d e  t i 6 t c r m i n c r  u n e  n a s s e  mol-&ciil .i:irc? tii. l n  5 0 0  -3plCO 

clalton::. Ce rb:;illt:~t cx:;t donc  e n  ; l ccord  ovq3c.  i - i  i ,  >:;:,c r i o l i ~ c u l o i r * c  

d;\tf:rrnin;.e p a r  cki roni ; i to~;r :~phie  i r  tnmin;igc? r r ~ o l ~ c ~ i l : i ~ r e .  

L? c:hrorn~t ,o j ; raphie  d ~ : ;  p r o ( l ~ . i l  t:; tlt. 1: r . r ;?dntiori  d e  I n  

f r a c t i o n  F p a r  1"'Erizyine X T i  p e r m e t  c l ' i s o l c r  d c r ,  f r :~~ ;ment : ;  d ' e n v i  roi1 
1 v 

2 0  0 0 0  d n l t o n ç  d e  n iasse  r n o l b c u l n l r e .  iiu(:l~ne niicr.ono::>c1~l.e n ' a  pu 

P t r e  m i s e  e n  6 v i  d e n c o ,  I .,, ine X" s e r : ~  I t donc l i r i c 1  cn t loc~n~; fme .  

C - I4ii;e e n  & , v i d o n c e  d e s  noi1ve;iiix ~~roi.ipeirir:r?tr' . r ~ ' \ : i u c t e u r s  :ipp:rr.us 
. -  

1. 
p a r  le r e n c t i f  d'ERLICH e n  rnil i .ci l  basiciiic? 

1 - k!t.udc ( 1 ~  1;i vi:;co:;it;, cri f o n c l  i o n  r i t > : ,  I I O I I V C ; ~ I ~ X  G I ' O I I ~ C -  - 

1 c.r; Id-i~c.c'~tylo:i:~iiiiric~:; ( > r i  po:;i { , i o n  Lo1.m i i i : r l ( .  r . ; t c i i i c .  I r. I (:c7 . 1 , : i  rn;,tliotif. 

: i p p l i r l i ~ h ( ~  s u r  I n  f r : i c t i o n  v i s q u c i l : ; ~  p u r i  f i 6 c  ; iv:ir , t ,  c x t  :rpr.;.:; I ' n c t i o r i  

clc 1 "'Enzyme X" m o n t r e  u n e  a i ~ g r n e n t a t i o n  tler; f ;ro, i i~r>m,.r i tc  N-:icCtyl- 



U 
a 'a, 
cn L 



- h ~ x o ~ . i r i i n e r ,  eri poc,i t i o n  tc>rrnin:ilc r.;~cfu(-t,~-irr: :crJr;:; l l i ic .! ion d(i  

l ' en ; i ;~mc .  I J 1 6 t u d c  cic 1:r v i çco : , i t ; ?  e n  f o n c t i o n  fi t?  .l ' . l u~ ;mer i t : i  t i o n  

d ~ r  t ; r o ~ ~ l x ' m c n t s  a ~ ~ p n r u : ;  m o n t r e  cjuc ?a vi::cor,it-; t i i rninuc tr3i.s r n p i -  

dement  a u  dCbut  ( f i [ ; u r c  21) , p o u r  a t t e i n d r e  lin p a l i e r  ou e l l e  

r e s t e  c o n s t a n t e .  L e  p o u v o i r  r é d u c t e u r  a t t e i n t .  u n  p s l i e r  o n a u c o u p  

p l u s  t:irtl,  c c  q u ~  s l c x p l l q : l c  par' l e  f i i i t  ( I U P  I:i  -JI:;CO:,I t 6 p s t .  UIIC'  

f o n c t i  on  e x p o n c n t l c l  l e  d c  l n  long i i c i i r  des chaîric,:;. 1, "'Enl-?me X" 

e s t  donc une cndo-N-nchtyl-hexo:s: imi nir! :~çe.  

2- Et,udc de  1 ' ; t t ~ i ) . i r i  t i o n  de:j riouveniix ~ ' ; ~ - o ~ i p ~ r n c n t s  i3&ciiic t c u r s  

1 , ~  ni;.tt!otir: d c  ciosaf;c tic,:; rioi/~t-~:iiix ~:~- i , i . i l ,c rnr?nt~;  ri~tiiict.c:iir:; 
, . 

a p p a r u s  n o u s  a pcrrnis (!fi diyterrnirier  pl.11:; prk7c;:.:~rrii?l~t I 1 n c t . i . v i t ~ ~  d e  

l ' "Enzyme X I 1  s u r  la f r a c t i o n  v i s q i i e u s e  y u r i f i L n  cn f o n c t i o n  dl1 pH 

c t. tlc 1 . I  t crnpi~r..it i i r r . .  

Le:; r6,zill  t;: t s  r c l n t t i : ;  sirr l ; i  f ' j  ~ u r r  ?? : r ;on t ren t  (lue i ' c :n-  

7'yme c:;t a c t i v e  e n t r e  4,cj e t  pH 8. L e  rinxiriilirn t 1 ~  ~ . ~ a c t . i v i t i )  

i.t:irit; 01)tcnil poirr  (le:; v r i l  r b i l r . r i  d e  pli ~ c . > m j > r i : ; e : ~  ( .n i  r . c .  6 e  1 0 , f j .  

b )  A c t i o n  tif. 1 w 'F~~i : ;ym~ X" c n  f o n c t  i (211 ( i f .  1 n  t c - r i ~ ~ ) ~ r ? t i i r e  ---------------------------------------------------- 
Coi:imc noil:; 3 e  voyon:; s u r  1 ;i f ip i j rc \  ; ' $ ,  1 "'En;:yme F:" 

e s t  i n n c t i v i . i .  p;tr 1-1 c k ; ~ l t . u r  e t  p i - r c i  :;OR - i < : t j - r i  :; : I I I -  1+.1 i (le L O O L .  

l ,e rr.;ixiniuni d ' n c t i v i t i  e : , t  oStt.i,u polir  de:s v:iif>iit  ; i .arn11ri.s~:; e n t r e  

C o n c l u s i o n  - 

La d b t e r m i n n t i o n  de  l ' a c t i o n  de  Lf";~,n7ymc SI1 p a r  l c  

t io : ; ag~  rie:; noi~vc- i i ix  t:roilpenienti; r cd i l c  t e i l r u  :ipp:ir9u:; -\j>r'G:; :;on n c  t i o n  

:;iir l n  f r a c  t i o r i  F v l:;tliic.iinc, pc~r-rncl tic .  fjr(.c I , : < . r .  I r . . ,  coiici1 t I ori:; 
, IV 

tlc pF1 cl, t l ~  tcriipi~r:itiir*c t l : inn l t ~ : ; r ~ i ~ c l l c : ;  1 'c~!i::!.rl~~ j ~ ~ ~ ~ c ~ n l f ~  I L I I  m - t r i m l ~ r n  

d ' a c t l v i t 6 .  : pii G 6,5, t e n p h r n t u r e  d e  55 i:O"(:. 

C c t t r  rni~tkio~ic er,t, p l i l s  pr6ci : . f '  ~ L I P  1 . 1  in;tlioclf~ v i s c o c ; i -  

métrique c t  o f  f ' r e  l lnv.ir i t : igc.  d r i . t r r  plu:; n p i c j  t ' i  ~ ~ i ~ f ~  3 l"'i.;nzyrnc X". 



Figure 2 2  :Activité de l 'enzyme X en fonction du pH cj 



Figure 23 : ~ c t i v i t é  de 1 '  enzyme X e n  fonction de la temperature 



Ndanrnoins,  el l e  n e  p e u t  e t r e  app1iqii ;)c cjlin s u r  de:; prodi l i t : ;  

d A  j3 r u r i f i 6 s .  En ef f p t 1  1:). prXserice d e  IV-:ici t,ylor,:ir:iines l i b r e s  c  t 

tl ' exo-l:-ac6 tylo:;rirnini(iii:ics p e u t  i n t t x r  f é r e r  dan:; 1 c t losage.  

1 

Kr1 c e  q l l i  nollli r:onccr.nc, d:iri:; rio:, 1 ) - r  r , .> t i on.; 1 1  ' c'rizyrnc-! 

p u r 1  f i & r 3 ,  rious n';:von:; mis e n  é v i d e n c e  auciinp a.: t i 1:i ;& e x o s a ~ i r i i  d a -  I 
l 

s i c !uc  p a r  l ' e m p l o i  t i c ?  f , ~ i b s t , i . a t s  s j . r i t h i > t l c : i i e r i ,  f . ~ . ! .  r ? l J C  l e s  d 6 r l v é . z  

o r t h o n i . t r o p h é n y l é s  des o s a m i n e s .  

L n  c ? i . t c r m i n n t l o n  d e  I n  mas:;<! molAc:al?:~i 1.p  t l p s  p r o d u i t s  d(: 

d 6 p ; r a d a t i o n  de  l a  f r a c t i o n  3' p:ir l ' l l l i ;nzyme X" ~ ~ i r * i f i & e  nolir; p e r m e t  TV 
d 'affirmer q u ' i l  r,':il;.~t. ci 'unc  exoenzyme,  a c t i v f :  :;ur iiri hAt6i-opol;:- 

n:icchari.de : 1' "Enzyrna X v '  e s t  donc une  e n d o o s i d - i s c .  

L ' é t u d e  cies nouveaux  g r o u p c c . e n t s  r i ~ d i i c t e u r s  a p p a r u s  rnon- 

t r e  q u e  1"'Enzymc X I '  coiipc a u  n i v e a u  t i ~ s  :;uc.r.c - : itYii n i s  I.I-?c<.l;yI 6 s .  

T r o i s  osaminer ,  N-a .~ i i t : , - l .&es  o n t  6t-6 ~i . i : ;cs r n  G v i d r n c e  d:ir1:; 

l a  f r n c t i o n  F IV ' 
Il r > ' ; i ~ i t  d c  : 

- l n  [;al .ic tosnrn inc ,  1 

L"'3:nzyrrii? X" e s t  donc  une N-ûc6tylhe~oc;: i r : i : ini .dase.  ! 

Le p e t i t  nombre d e  coi ip i i res  (20 cani i l ror?)  tic I n  c h a î n e  

~ ) o l y r ; - i c c h n r l c i i q ~ i c  p a r  i i c t i o n  t ic 1 "'i~;n>;ynic~ Y" l I 1 . ;  t .  ptXns1.r- cliic 

c c i l c - c i  a iine n p 6 c i  f l c i t 6  t r & s  6 t r o l t e .  r:c .c .~ j ~ r ~ i i t  : i l c x p l  I clu('r 

p a r  l a  n é c e s s i t é  p o u r  l ' e n z y m e  d e  r e c o n n n î t r c  . i r 8 ~  n e q u e n c e  par- 

t ~ 1 - i i l 1  et-c rl.ins 1:) c t in î r i c ,  oii p:ir l n  coiipii~r.  : I I I  n i  v , L c l l i  d'iiri :;iic.r-c1 

p . ~ t * i , j  ( : I I  1 i vr (:orrlrltcb 1 : 1  t > , ~ ( :  1 1  l o : ; ~ l r r l i  r 1 v l  (111 i ~ l ' f ~ r ~ l  t * c a  ~ I I I ~ ~  ~ ~ o ~ ~ r -  ,' :: 5 
pl00 d:rn:; l n  conipo:?i t i o n  (111 po1 yn:icrki:rri  ( I r .  1-r.::; ( ,II:;  1 1 )  1 c ( 1 1 .  l n  





L ' î u ~ ; m c n t n t i o n  d e  l a  v i s c o s i t -  d c c  rnofits de  f e r -  

m e n t a t i o n  d e  B a c i l l u s  s u b t i l i : ;  p o u r  12 p r & j i ? r r i t i o n  d '6(-c?rnylase ,  

qui. l n  S o c i s t i .  RAl)lI)ii:;E de  S e c l i n  fnbr lc1 , l r  1- ~ i ~ ? t r ~ e l l c ~ r i c n t ,  g ê ' : ~  

1' A t î p e  d e  f i l t r . - r t l o n  n 6 c c s s n  Lre 5 1;i p:.;>p i r .  t 1011  tle I ' t nzy ine .  

I J 1 ; i p p ; l r i t i o n  (le c e t  t e  v i : ; c o s i + :  p o s ~ i t  cieux p r o -  

b l è m e s  : 
1 
l 

c h i c i q u e  et.  t f  n t e r  d i  dc',termi.ner I n  cn1i:;e :Ic :;on n p p . i r i t i o n  e t  

.son o r i g i n e .  

2') L- i  p i i r i f i r : i t i o n  de  1'"I:ri~yrric X I t ,  cilp;iblr '  t if .  

d i n i t i u e r  Ici v i s c o s i t :  , 7 f l n  d e  d 6 t e r m l n e r  :;;. S I  h c r  f i c i  t 6 .  

I les  c o n c l ~ l s i o n s  qui? n o u s  p o i i ~ o r i r ~  t l r P r  de :los 

t r - i t r - i i lx  sont ,  l e s  : , i i ~  7r:iritc:; : 

1 
1 O )  1,:i rrii Ee r 7 1 i  p o i n t  ti ':ln proi:: ri;?  tic pr;tp:~r: i t  i.011 

t i  ' i l i l  e x t r a i t  e n r i c h i  e n  :;ubi,trincs v i s r ~ ~ i e i i z c . ,  F.II c o l . l a b o i . n t i o n  a v e c  

l a  : ;oc i .h t& NI\PIIl!il;i::, noukT a y e r r n j . ~ ,  r?:ir [il tr:. f i l t r a t i o n  nilr rnern- 

b r i n ( >  i ' ~ ~ ~ I I C O l 1  'jj0 O(l(.), cl<! p r h P : i r e r  tirL " I T I ~ ~ ~ I I : ; ~ '  I ~ ' ! I I ; ( ~  l ; i : icor;i  t,fC, 

in t r insC(111e ;>lr?1,r6(; ,  :I p: i r t  i r  (112 mi-! i ( ? u  de  f ~ ~ - r : : ~ ~ n i ; ~ ~ l - i c ~ i ~  br11t;e. 

Cet e x t r a i t  c r in t i r?r ; t  l a  sub:- trinc-:ci r.tz:;poiis;~ble t i c  

1 
1.a v i s ; c o n i t b ,  e t  e:;b : ; enc ib l  t? 5 l ' n c t  i ï ln tir. ~."'!~:r,:iyrne X I 1 .  

C e t t e  1 - ~ r 6 p n r ; i t j  o n  peiit. scrxr-i r- iiidi1::ti-ir:llernf,nt ni i  

do:;:il:e de 1 ';ic t i v i  t;: de I '"1i;nj:yrne X I '  c i 1 1  (:oui-:: t i c .  :l:i fcrrt:c:rit.ril.i o n .  

1,:i c o m p o s i  t i .on  c e r i t i , . ~ i  iri:ilo r l c l  i:(.  "!riiicii:!' rnori t:rt! 

(111 ' i.-1 : ; l r ~ f ~ ; i  1, (1 l ~ ~ n e  : ; ~ I ~ ~ : ; ~ . : I ~ I I : c !  (if1 t 1 : i 1 , 1 1 r - ~  !)ro!.i(l i <!II I- ( , t ,  17.1 \ i c i  ( 1  i q i ~ c ,  

1.i clif. rtn W-;ic~'.t.yl tii:'xcir;:irri-i 11c:-:, ( t r i  :IV i ( Ir : ;  iii.oii i l i i i ~ ' : ;  ( ' 1  ':ri ~ > I ~ ( I : ; ~ ) ~ I O I . < ~ .  
> .  L:i 11; t i i r c  h; t t ;Cro~6rie t3<? c c  p r n d i ~ i  t, no?]:; pcrl::-,:I,  :i ~ 0 t i 6 l . i i ï . ~  ~ ) l i i s  

1.oi.n :;a p u r i  f i  c n t i o n .  



r i ' n c i d f .  c t i l o r h y t i r i r l ~ i c  d c  O à 1 l i ,  n o u s  donne c'in:] f r a c t i o n s  : 

I,a f r a c t i o n  I' dc. n e 3 t u r e  g L y c o ~ , r « t i t i i  q i l e  
I ' 

L,:i f r a c t i o n  F p o l y r ; n c c t : a r l d i : ~ i ~ c  
I V '  

I,o f r a c t i o n  F jiolys;-icchnri.i- lin,^^^? , riche en r;l:ycAx-t>- Ir ' 
pho:;phat,c:r9 q u i  rcr:S(!rrge lf::; T I ( ;  j d l ! ,  i l,;,~ c I ~ o ï ( ~ ~ ~ i ~ ~ : ~ .  

rnontre  q i l e  la f r : i c  L i o n  F p o s s è d e  la vi : ;cos l  t; ~ n t r i n : , & ( { u c l  l n  1 V 
plus & l e v & e  ( = 524 ml/g)  - 

/ h o )  1, ' ; in:~lyr;c c h i  nii(iiio C F : ~ ~ C  f ;:ic ti.c.,n rc. i : i ir- j  f i  ; c 

:;{Ir co l  onrit? tic I ) i ) \ ~ i l < X  1 x 2 rr1o:itr.c: q i i '  j.1. c: ' r i i : : i . t  l i ' a r i  1.0 i;;:::iccih:ii.idr., 

coi ls? : i  t u 6  de  ;lLti lOO d ' o:;~?:; r ie i i l , rcs ,  d,? 51 , j j~! l ( i (?  ( ? t ,  N-:ic; t;;llicxo- 

ç;irninc:; e t  d e  3 ,5plOC) t l  ' nt.:idt?;; \.II-oni c!iic.r;. 

Il p f ~ r ~ i s t e  u n  ititio::i: d e  1C?p100. 

l,cç morio:;:ic(;l~aritlcr; n e u t r e : - ;  ont. 1 ' 1  ;. i - i -nt . i ! ' j .<,s  ;LU 

t ~q1ac i ;o se  et rnrinrLc;i;e, l ' a c i c i e  u r o n . i r ~ ~ ; c  F?:;!. ~ i o  l - ' ; ~ c i d i : >  ~ ;~! IcuI .o-  

n i q i i e .  Les o:;nmj.rier; s o n t  : -3.a I : - n c & t y l f : ~ l - ~ c  to:i:~::ii.ne 

- 1 : i  I.I-:ic& t:yl~::l.ii(:o~:*~r;ii r i c l  , F. t 

- 1 ; ~  t"l  Li di:)c:; 't:irrii(i(~ .- -,, ! I ,  O -  tr:i(j:>~>::,y- 
. ~ 

[;luco:;c ( b a c  i .il  o : ; : ~ i ~  , ,' . 

(1"  ) 1 , '  ; l,irclcl t l i i  p o  l y : ; : ~ c ~ : t i ~ t r i  t l t l  r i o i i r ,  I ~ ~ c ~ r r n i  r ,  t i f .  ( 1 1 '  1 f.1.- 
l 

ri1 1 t l ( > r .  : ; , I  rri:\s:i(\ 1110 1 ( : I I  1 ,t 1 r ( \  ~ : I I .  11 1 \ r * ; ~ c ; ( > r ~  l r. i 1 I I ) ,  I \ i o r  : '1 0')U 000 
+ - >O CIO0 (1-illori::, p ~ i i i .  iinr viks<:or;it .b i r i t . r i n : ; ~ ~ ( l i i c  d~ 5 ~ ' 5  ml/!:. 

clie d c  1;i phn:;c tic 1 y s r ,  sont .  cxn f:ivt.i~r. d ' 11 r i c -  or-i r T 7  ri(- p : i r - i G  t n l  P 

d c  La :;ilbr;t;incc rc:;pori:;;it)l t. ( 1 ~ .  L:i V I  :,co:;i t ;,. 



7') 1,n p u r i f i c a t i o n  d c  l'"Enzyme h" à p ~ r t - i r  clcs 

mofit:; de  f ' e r m e n t n t i o n  de  Hacillus s u b t :  l i r  nol):; c i  p c r m ~  s d ' o b -  

tenir une  prépara t l o n  de f o r t e  n c t i v i  t 6  ç p é c i f  1 ( l u p .  

C e t t e  ~n ,~ ; r rnc  a é t i )  i t n h i i i : ; ; ~ ~  i;rsïce < I ' ~ r , b . ~ S l t l o n  

d e s  p r o t i . n s e s  neu1,rc:; e t  a l c a l i n e : ;  p a r  l ' ! ; i / l , i  r t 1:+ I)IIS';E, e t  

p u r l î i 6 e  400 f o l s  p-ir précipitation A l ' a c é t o n e  ct nu s u l f a t e  

d'ammonium, e t  p a r  c h r o m n t o g r n p h l e  d l & c h n n ( ~  d ' i o n s  s u r  c o l o n n e  

d~ DLtIE c e l l u l o s e .  

8' ) L':ic Lion d e  1. "'!in;:yne % "  s i i r  1 :i f'r-ic t i o n  1' I v 
e t  1 1 6 t u d c  d c  1.2 oni; : ; r  nio16c::l;iirc (le:; ? ~ . o c i i ~ i ' : ;  t i r ?  r',Ascr.ritlrition 

i l O U S  o n t  per!ni;-; tir? d i : t e rn ; i r ! e r  i . r l  n:i t!:r-t\ ~ n i i o l ;  ] :!c:.<>:;i.ri:j:; j .(i:ir, 

1'enz:yme. Zn e f f e t ,  niicunr: m i c r o r n o l ~ c u l e  11';i p7i ît.r.e ri.;.. e n  

la. f r - ~ c t i o n  F' a p r C s  a c t i o n  de  l l en i :ymc  noii:; -1 ;>c.r.mi:; t3c  m o n t r e r  T V  
que l ' e n z y m e  6t:ii.t une  e n d o h e x o s z r n i n i d n s c .  

10") L:i n a t u r e  po1y:-;acchqricl iquo c?u ;iurnpoi;; re:;pon:5:ibl.c 
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c h ~ r î r i c  p o l y s n c c h : ~  r-iriirliif?. 

1 ) : ~  c o l i p ~ i r e  p01lrr;li. t L i ( !  f:ij. t ' ~ '  ail I ?  i .;v.iii (le :l:i b i 3 ~ 7  ï, 1.0- 
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e t  p a r  s~ri:~l.y::(-~ e t 1  t : l ~ ~ - o ~ ~ : i L o g r : ~ f ) l ~ i e  ( le j ) l l : i : ; v  ( ; , I : , , P : I : ; ~ ;  a ~ , ~ l , ~ . * ;  l ~ y d r c ) l y . s ( ? .  
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