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INTRODUCTION

La Société RAPIDASE de Seclin produit & 1"échelon in-
dustriel de nombreuses enzymes, protéases, 1écithinases et of -~ amylases, par

fermentation bactérienne ou fongique de différents milieux de culture.

L 0(— amylase est obtenue aprés ehsemencement et apreés

fermentation par un mutant de Bacillus subtilis, d'un milieu enrichi en malto-

dextrines de maIs partiellement hydrolysées. Au cours de ce type de fermentation,
la bactérie a la propriété de synthétiser un constituant qui provoqﬁe une aug-
mentafion'importante de la viscosité du milieu. I1 devient alors impossible de
traiter ces mofits de fermentation par ultrafiltration, opération nécessaire a

1'isolement de 1'¢ - amylase qui est excrétée dans le milieu pér la bactérie.

Fortuitement, il a été observé que 1'addition d'une
partie alicuote d'un mofit de fermentation normal & un mofit visqueux, provoque une.
rapide diminution de cette viscosité. Le milieu normal renferme un facteur qui

a la propriété de dépolymériser le constituant visqueux. I1 a été appelé "Enzyme X".

Nous avons consacré l'essentiel de nos travaux & 1l'iso-

lement et & la caractérisation du constituant visqueux et & 1l'enzyme qui le dégrade.

L'ultrafiltration d'un wolt visgueux de fermentation nous
a permis d'isoler un extrait macromoléculaire visqueux, sensible & 1'action de
1'"Enzyme X". L'étude de cet extrait ou mucus, a nécessité la mise au point d'un
procédé de fractionnement par chromatographie sur échangeurs d'ions (colonne de
DOWEX 1 x 2). Nous isoclons et caractérisons cing fractions dont une prééente une
viscosité intrinséque élevée. Son étude physico-chimique montre gu'il s'agit d'un

hétéropolysaccharide de masse moléculaire importante.

Parall®lement et en collaboration avec DWLEBASSEE, nous
avons purifié l'enzyme ou "Enzyme X", qui provoque la diminution de viscosité des

milieux de fermentation.




. Nous montrons que 1'hétéropolysaccharide est le substrat
de cette enzyme. Ce résultat nous a permis d'identifier 1'"Enzyme X" comme étant

une endo-hexosaminidase.

Nous ferons précéder l'exposé de nos résultats par la
présentation du probléme de 1'augmentation de la viscosité des molits de fermentation

de Bacillus subtilis ainsi que d'une courte revue générale sur les polysaccharides

libres et conjugués et sur les endo-glycosidases synthétisdes par les bactéries.
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Généralités sur 1'apparition de la viscosité au cours

des fermentations bactériennes et de :ses conséquences

sur la production de 1'¥- amylase par Bacillus subtilis
souche Rapidase.

L'apparition de la viscosité au cours des fermentations
réalisées pour la production d'¥ - amylase d'origine bactérienne, est un phéno-
méne complexe dont les conséquences sur le plan industriel et commercial sont

importantes.

Un molit de fermentation visqueux est généralement impos-
sible A traiter et seule, 1l'addition d'une solution 4'"Enzyme X", provoquant la

diminution de la viscosité, permet de résoudre ce probléme.

C'est au niveau des dtapes de Tiltration et d'ultra-
filtration qui permettent d'isoler i'm - amylase secrdtde dans le milieu, que se
produisent les difficultés. La bactérie synthétise un composé visaqueux qui colmate
les filtres. Les conséquences en sont : une augmentation de la durée des opdrations
de filtration et le remplacement des filires colmalds ou encore un arrét total de
la production.

Nous décrivons dans ce chapitre, les carncthrés gindéraux

de Bacillus subtilis et de la souche Rapidase. Son utilisation pour la production

d'e/ - amylase pose le probléme de 1'évolution de la viscosité des milieux de fer-
mentation et de la méthodologie employéde pour résoudre celui-ci. La productibn de
1'"Enzyme X" par cette méme souche bactérienne est un phénomtne aldatoire et nous
décrirons les conditions dans lesduelles cette enzyme est synthétisde.

I - Caractéres généraux de Bacillus subtilis et de la souche Rapidase

11 existe de nombreuses vari®tés de Bacillus subtilis.

. ’

Cette bactérie est communément utilisée dans les industries de fermentation pour

la production d'enzymes.

A — Caractéres généraux de Bacillus subtilis

Bacillus subtilis est une bactérie sporulée, donnant une
coloration Gram positive. Blle se présente généralement sous forme de bitonnets de

0,7 &-0,8 microns de diamétre et d'une longueur qui peut atteindre-B microns.



Cultivé sur un milieu riche en substances carbondes, le bacille peut donner des
‘colonies filamenteuses. Ce type de bactérie posséde des cils péritriches et est
généralement non encapsulé. Elle est commune dans les sols et dans les matiéres

organiques en décomposition.

B - Caractéres généraux de Bacillus subtilis souche Rapidase.

La souche de Bacillus subtilis utilisée par la Société

Rapidase est apparentée au genre amyloliquefaciens pér certains caractéres micro-
biologiques. Sa morphologie est variable suivant le milieu de culture utilisé :
cette souche, ensemencée sur le milieu destiné & la production de 1'"Enzyme X",
présente un épaississement des enveloppes cellulaires.

La souche fermente sans gaz : l'arabinose, le glucose,
vle xylose et le lactose. Elle est acéttine positive et n'emploie pas le citrate
comme source de carbone. C'est une bactérie adrobie stricte. Elle liquéfie 1'amidon
et la gélatine, la caséine est hydrolyséé. Sur un milieu enrichi en maltodextrines

de maIs, la synthése de 1'cl~ amylase est favorisde.

I1 -~ Production d'« — amylase

A - Milieu de culfure

Le milieu sur lequel est ensemencé le bacille est composé
de maltodextrines de mais partiellement hydrolysées et est complémenté par des

sels minéraux : Mg2+, PO-~ et NaC2. Au cours de la fermentation, de 1'amidon est

ajouté pour compenser l'ippauvrissemént du milieu et pour induire la synthése de
vl'd.w amylase, les cultures sont rdalisées dans des férmenfeurs de 60 m3. Le mé-
tabolismebbactérien provoque l'acidification du milieu ; des corrections de pH
sont effectudes par l'addition d'ammoniaque. La tewpérature de fermentation est de
37°C et l'aération du milieu est constante. C'est une fermentation de type dis-

continu dont la durée moyenne est de 90 heures.

B - Modifications de la viscosité du milieu de fermentation

La dengité du milieu de fermentation est variable car il
est nécessaire d'ajouter de 1'amidon de mais pour palier % 1'épuisement du milieu

par la bactérie.
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L'étude de 1la fermentation au cours du temps, montre que
“la densité et la viscosité du milieu évoluent progressivement. Vers 45 heures de
fermentation, la viscosité du milieu augmente alors sensiblement pour atteindre
aprés 60 heures, 30 A 35 centipoises (figure 1 ). Le milieu devient alors impossible
3 traiter pour isoler 1'Ql — amylase.

Pour pouvoir isoler cette enzyme, la viscosité moyenne du
milieu doit se situer entre 5 et 10 éentipoises.

' Deux méthodes sont utilisées par la Société Rgpidase pour
diminuer la viscosité des mouts de fermentation. Elles consistent en 1'addition
au molt visgqueux : ‘

- d'une partie aliquote d'une fermentation "Enéyme X"
préparée en méme temps que la fermentation " - amylase".

- d"Enzyme X" sous forme de poudre atomisée.

III - Production d'"Enzyme X"

La production d'"Enzyme X" a été particuliérement étudiée

car.cette enzyme est nécessaire au traitement des productions 4'® - amylase.

A - Milieu de culture

11 s'agit du milieu de culture destinde A la productioh

de protéases & partir de la méme souche de Bacillus subtilis.

Ce milieu se compose d'amidon de mais et la source d'azote
est le "corn-steep". Il est complémenté en sels minéraux.

ir 4
Le volume des fermenteurs est de 5,6 m’ et le Volume final

du moQit de fermentation atteint 3'm3.

B - Conditions de secrétion de 1'"Enzyme X" par Bacillus subtilis

L'apparition de 1'"Enzyme X" se fait pendant la phase
exponentielle de croissance aprés 10 & 15 heures de fermentation. Cette apparition
est un phénohéne fugace, en effet, apres environ 15 heures de culture, la force
d'enzyme commence & diminuer et disparatt vers 25 heures de fermentation (Figure? ).

Selon 1'évolution du pH du milieu de culture, on peut

définir cuatre types généraux de fermentation.
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1 - Type I _

La Figure 3 montre 1'apparition de 1'activité "Enzyme X"
en fonction des variations de pH au cours du temps.

Le pH se maintient vers 6,5 - 6,7 pendant.S heures puis
descend naturellement vers 6,20 - 6,30 lorsque la fermentation atteint 6 & 7 heures
d'8ge. Entre 8 et 10 heures, le pH remonte vers 6,5 - 6,7. Nous assistons ensuite
% une chute du pH du milieu : les valeurs du pH sont entre 6,3 et 6,5 et restent
constantes de 10 & 12 heures. ;

L'apparition de 1'"Enzyme X" ée fait lors de la deuxiéme

diminution de pH et la secrétion est maximale au cours de la phase de stabilisation.

2 - Type I1
Les premiéres phases du profil-d'évolution du pH sont iden~

tiques au type précédent. Seule, la phase de stabilisation du pH apres 8 heures de
culture, ne se déroule pas et le pH ne cesse de décroftre. Ce type d'évolution ne

donne pas lieu & la production d'"Enzyme X".

3 - Type 111
Ce.type-eat identique au type II. La chute finale de pH

est corrigée par 1l'addition d'ammoniaque jusqu'd ce qu'il atteigne des valeurs
comprises entre 6,3 et 6,4. Le pH se maintient alors naturellement et l'activité

"Enzyme X" apparalt.

4 - Type IV -

Les corrections de pH sont inactives. La bactérie est in-
capable de maintenir le pH du milieu & une certaine valeur et la production d'"Enzyme
X" ne s'effectue paé.

IV -~ Conclusions

L'étude des fermentations " & - anylase bactdérienne" et
"Fnzyme X" souléve deux problémes majeurs gui sont 1l'apparition de la substance
responsable de la viscosité et la production de l'enzyme qui diminue cette viscosité.

L'identification de la substance visqueuse permettra d'ex- |

pliquer sa nrésence dnns les milieux de fermentation Q - amylase et de tenter de

connattre les conditions exacten de sa production par la bactdérie. L'étude de sa
structure nous renseignera sur le mode d'action et sur la nature de 1'"Enzyme X".
‘Ces deux problémes sont étroitement liés, c'est pourquoi

il était nécessaire de les traiter parallélement.
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Ginéralités sur lea consti tunmtbo
membranaires de Bacilluo aubiilis

Les différentes enveloppes bactériennes ont une impor-
tance considérable pour ceux gqui utilisent les microorganismes & des fins de fer-
mentations industrielles. En effet, toutes altdrations de la structure de ces en-
veloppes provoquent des modifications des pronriétdés biolomiques de la bactérie.
Celles-ci peuvent &tre délibérément provéquﬁes pour induire la synthése préféren-
tielle de certains composés élabordés par le microorzanisme. lais elles peuvent Atre
parfois fortuites et les désnvantages occasionndés sont alors prdjudiciables.

)

Lt'étude des constituants des envelopves bactériennes a
pris, depuis longtemps, une extension considérahle car les risultats obtenus,
permettent d'une part, d'expliquer certains phénomines biologiques et d'autre part,
sont d'une utilité appréciable pour la taxonomie bactérienne.

, En ce gqui concerne les constituants membranaires de

N

Bacillus subtilis, nous allons résumer nos connaissances actuelles X propos de 1a

structure et du rdle :

~ du peptidoglyvcane
~ des acides téichoIques et tdTchuroniques

< des divers polvsaccharides bactériens. 3

A 1a suite des travaux de CUMMING et HARRIS (19), il ast
établi-que.Ies parois des bactéries gram—positives'se comnmosent toutes A'un polvmEre
constitué de N-acétyl-glucosamine, d'acide murawique (3 - ¢ - D carboxydthyleluco—
samine)'ot des acides aminds suivants : alanine, acide glutamique, lysine et acide
‘diaminopimélique (D.A.P.).

» Ce polymdre a &té imprdproment appeld murdine, mucopeptide,
mnia des auteurs comme STTARON ot JEANIOY (84), prdftorent lui donner 12 nom de :
glycosamninopeptide.

Ches Bacillus subtilis, le peptidoglycane est formé de

trois parties (Pigure 4) :

‘



- 1 - Un-polysaccharide constitué de la répdtition du dimere
N—acétyl—D—glucoSamine—@-(1—4)ﬁacide Neacétyl-nmuramique. La lianison entre chaaque

unité de répétition est du typelg (1 - 4).

_ 2 - Chaque résidu d'acide muramigue est substitué par un peptide
dont la composition en acides aminés est : L-alanine, L-lysine, acide glutamique
et 1'acide diaminopimélique (HUGHES et al (45)). La liaison entre le résidu de
L—élanine et le groupement carboxyle de 1'acide muramique de la chaine bolysaccha—

ridique est du type amide.

3 ~ Un pont interpeptidique composé, chez Bacillus subtilis, de

quatre & cing résidus de D-alanine, joint les peptides orécédemment décrits pour
conférer au peptidoglycane une structure réticulée. Généralement, la liamison intra

ou intercaténaire se fait entre un résidu de D-glanine et 1'acide diaminopimélique.

KELEMEN et ROGERS (54) ont déterminé la longueur moyenne
du chainon disaccharidique : N-acétylgucpsamine—acide N-acétylmuramique. Elle est
de 1,03 nm. En 1973, WARD (99) a calculé la grandeur moyenne d'une chaine de pep-
tidoglycsne : 100 & 200 nm ; il y surait donc 95 & 195 unités disaccharidiques’par

chaine.

En conciusion, 1'association de ces différents composants
confere une structure réticulée tridimensionnelle. La condensation du peptide et de
la partie glycannique du peptidoglycane donne 3 la paroi bactérienne ses caractéres
d'insolubilité, de rigidité, et de résistance aux traitehents mécaniques. La rupture

d'une liaison glycosidique ou peptidique provoque.la solubilisation de 1'édifice

maéromoléculaire (GHUYSEN et al (36)). I1 est & noter qu'aucun de ces auteurs n'a
mis en évidence un caractére particulier de viscosité de ces constitﬁants.

Mais la structure de 1a paroi bactérienne est complexe car \
de nombreux autres polyméres, en particulier les acides tdéichoIques et'téichuroniques,

sont associés 3 cette structure.

IT - Les_acides téichoIques

A ~ Définition

Le nom d'acides téichoiques a ¢té donnd h. un groupe de
polyméres contenant du phosphore, isolé des parois et des constituants cellulaires

des bactéries Gram-positives.
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Ceg polymiére:s sont fornds de 1o rdpdtition d'uni tés de
glycdrol ou de ribitol-phosphate, lides enbre elles par des linigsonu phosphodiesteors.
Généralement, les acides téichoiques sont substitués par des rdsidus d'oses ou estéri-

fiés par de la D -~ alanine. 7

Chez les bactéries gram-positives, les acides %4ichoIques

représentent jusqu'ds 60 p 100 du poids sec des parois (ARMSTRONG et al (7)).
“ARCHIBALD et al (5) distinguent deux types d'acides
téichoiques : | |

- les acides téichoIques paridtaux constituds soit de
ribitol, soit de glycérol.

- les acides téichoiques "intracellulaires", localisds
entre la paroi et la membrane du protoplaste. Ce sont gindralement des polymeres
de glucosyl—glycéroi—phosphate.

3'il convient, selon BADDILEY (8), de distinguer les acides
téichoiques des polyméres contenant des sucres 1-phosphate, on peut classer dans ce
groupe, les acides lipotdichoTques des bactéries gram— néirativesrésultant de 1'asso-
ciation d'acides tdichofques avec des lipides et possddant les m3ues propridtés
biologiques.

Les acides tdéichoTaques isoléds de Bacillus subtilis par

ARMSTRONG et al (7), sont de tvpe ribitol. Par centre, une autre souche, HWCTC 361C,

décrite par BURGHR et GLASFR (13), ne renferme que des acides glyedrol-téichoTaues.

B - Isolement des acides téichoiaues de Bacillus subtilis

Dbs 1960, ARHSTROFG et al (7), isolent des acides %&ichoTquer
constituésvde ribitol, de glucose et de D - alanine en traitant les parois de
Bacillus subtilis psr l'acide trichlorcacétique froid % une concentraticn de 10 p 10C.

Les composds obtenus sont solubles dans 1'eau et pricipi-
tables par 1'éthanol ou l’écétone (WICKEN (102)). Ils se présentent alors sous forme
de poudre blanche. | ‘ , »
ARCHIBALD et BADDILEY (6) ont extrait des acides téichoiques
en traitant les parois bactériennes par des solutions aqueuses de phénylhydrazine A
pH 7. Ils obtiennent des polyméres intacts puisque les liaisons phosphodiesters et

glycosidiques ne sont pas dégradées par cet agent chimique.

C - Struclure des acides tlichoVauen de Bacillus subtilis

3

a) Acides ribitol-téichoiques

La figure 5 donne une. représentation schfmatigue des
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dans la paroi de Bacillus subtilis
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acides téichoiques % ribitol iwolé de la paroi de Bacillus subtilis par ARNMSTRCNG

et a1 (7).

les résultats de l'bxydation périodique de ce polymdre,
indiguent gue le groupement hydroxyle en 4 du ribitol, estvsubstitué par un résidu
de glucose. Les études engymatiques montrent que lz lisiseon o-glvcosidique est du
tyne ﬂ .
' Le'résidu de D - alanine est associé & ce polymére par

une liaison ester, labile en milieu alcalin.

b) Les acides glvedrol-tdichoTques

Généralement situé entre 1la parci et la membrane cvto-
plasmique, ce type de polvmere a été étudié chez différentes souches de Bacillus.

La figure 6 résume les diverses structurés établies.

HAMADA et al (39), en 1971, ont isolé de Bacillus subtilis
var. amyloliquéfaciens, up polymere composé de o - D - glucose et dont la fonction
hydroxyle du carbone 3 du glycérol est engagé dans 1a lisison phosphodiester.

La souche de Bacillus subltilis var. niger, Jctudide par
de BOER et al (21), synthétise des acides téichoIques possédant des résidus de
K-f D - glucose mais dont la lisison phosphodiester se fait avec 1'hydroxyle du car-
bone 2 du glycérol. ‘

Un zcide téichoTque dent les riésidus de glucose ont la
configuration ﬁ , a 6té isolé de Bacillus stéarothermophilus par ANDERSON et

ARCHIBALD (3).

D - Liaison acides téichoTques — peptidoglycane

La nature des méthodes employdées pour exiraire les
acidesvtéichoiques, sugegere que ceux—ci soient 1lids de maniére covalente au
peptidoglycane. YOUNG et gl_(105) montrent que 1'extrdémité phosphate terminale
dés acides téichoigues est impligude dans cette 1inison.

ARCHIBALD et BADDILEY (6) prouvent que cette liaison
est stable lorsqu'on traite les parois par la phénylhydrazine i bH neutre.

Ces auteurs pensent que le groupement phosphate terminal est engagé dans une liaison
de type phosphodiester avec le résidﬁ NH2 de la glucosamine ou de 1l'acide mura-

mique, en position terminale réductrice dans le peptidoglycane.
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Bn 1972, MAUCK et GLASTR (64) ont confirmd que les

acides téichoiques de Bacillus subtilis var. niger sont lids de maniere covalente

au peptidoglycons en voie de synthese. Ce type de liaison se retrouve chez Bacillus
licheniforuis (WYKE et WARD (104)).

La liaison acides téicheiques ~ peptidoglycane confére
4 la paroi ses propriétés physiologiques : rdle de protection et>de contrble de la
perméabilité aux ions.

_ » La présence d'acides téichoTquas 1ifs au peptidoglvcane
permet, selon LAMBIRT et al (56), de maintenir au niveau de la surface cellulaire,
un environnement ionique en cations divalents qui sont nccessaires au fonctionnement
des enzymes de la paroi et de la membrane cvtonlasmique.

5i les propridtés sérologicvues des acides téicholques

\

intracellulaires de différentes souches de streptococues furent trés tot Atudides
(WICKEN et BADDILEY (101)), ce sont les travaux de DAVISCN et al (20) qui ont montré
gue les propridftés immunologiques et chimiques des sciden tdichofaues de la paroi
peuvent étre utilisdes A la caractdrisation des diverses scuches de staphylocoques.
fucun des auteurs précidement cités ne mettent en valeur,

un caractére particulier de viscosité de ces polyméres paridtaux.

tériens possédant des sucr

A - Les acides téichuronigues

Lorsque la bactérie croit sur un milieu carencd er ions
phosphates, la composition chimioue de la paroi subit de profondes modifications.

Fn 1961, JANCZURA et al (49) ont isolé de Bacillus subtilis

ensemencé sur un tel milieu, un volvsaccharide compogé de galactosamine et d'acide
glucuronique dans les rapports molaires : 1 : 1. Les auteurs ont appelé ce polymhre
acide téichuronique par analogie aux acides téichoYgues qu'ils remplacent dans la
paroi. Les acides téichuroniques sont obtenus en traitant les pafois bactériennes
par 1'acide trichleroacétique chaud.

_ La structure de ce composd a &t8 établie par HUGHES et
THURMANS (46) : il est formé de la répétition du dimdre : acide‘glucuroﬁique
M-—(1-3)—N;acétyl—nnlqctonnmine. Chaque uni t¢ de répdtition est lide h 1la prdeddente

par une liaison de type o 1-4 (rigure 7). Co polymtre diffore de 1'acide hyaluronique
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et de la chondroitrine p:sr son pouvoir rotatoire et sa rdésistance 2 1'action de 1la
hyaluronidase testiculaire (JANCZURA et al (49)). T1 a 4t8 récemment isold par

WRIGHT et HECKELS (103)de 1a souche Bacillus subtilis ¥ 23.
Selon TEMPEST et al ( 99, le réle physiologique de ce

polysaccharide est analogue & celui des acides téichoIques : il intervient dans 1a
perméabilité de la paroi aux ions. La présence de groupements anioniques (acide

glucuronique) permet la capture d'ions divalents, magnésium en particulier, nécessaires

3 1'activité de certaines enzymes.

B° ~ Polymére renfermant de la N-acétyl-gzalactosamine

La structure de 1la paroi de Bacillus subtilis est complexe

puisque d'autres polyméres ont pu &tre isolés. En 1972, DUCKJORTH et al (>5) ont

mis en évidence dans la paroi de Bacillus subtilis 168, un hétéro—polyséccharide

constitué de glucose, de phosphore et de N-acétyl-galactosamine dans les rapports
molaires : 1 : 1. La structure définitive de 1'unité de répétition de ce polymére
a été établie par SHIVARV et al ®6), (Figure 7). Cependant, le rdle de ce polysac-

charide n'a pas été clairement établi.

C - Polysaccharide renfermant du 2,4-diacétamido-2,4,6-tridéoxvelucose

L'étude des polysaccharides synthétisés par les différentes
souches de Bacillus, a permis la découverte de sucresaminés de structure particuliére.

En 1960, SHARON et JRANLOZ (84) ont caractérisé dans les
parois d'une souche de Bacillus subtilis ATCC 9945}identifiée plus tard comme étant

une souche de Bacillus licheniformis, un polyssacharide ayant la propriété de donner

des solutions agueuses extrémement visgueuses.

L'hydrolyse sulfuridue douce de ce polymere permet la
mise en évidence d'un tridéoxvhexose : le 4 acétamido—2—3m1n0-2,4,6 tridéoxyglucose
(Figure :7 ) : la bacillosamine (HORTON (43)). Par 1a suite, la présence de cette
hexosamine n'a été confirmée que dans les polysaccharides synthétisés par Bacillﬁs
lichéniformis. Le r6le de 1'acide glutamique et de 1'ammoniaque dans les milieux de
culture de Bacillus licheniformis ATCC 9945 est de favoriser, selon SHARON et al (RS),

la synthése de cet ose.

D - Polysaccharide renfermant de la D-~fucosamine

L'étude comparative réalisée par SHARCN et al (85), de la

composition en monosaccharide des polysaccharides isolés de Bacillus subtilis
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et de Bacillus licheniformis ATCC 9945, a permis l'identifiéation de la D-fucosamine.

Cette 6-déoxyosamine se retrouve dans les polyméres élaborés par les deux types de

bacille , mais seul Bacillus licheniformis a la propriété de synthétiser le 2,4- dia-

cétamido-2,4,6-tridéoxyglucose décrit précédemment. Cette particularité permettrait,

selon les auteurs, de différencier les deux souches.

IV - Variation de_la composition des constituants polysaccharidiques de la paroi

de Bacillus subtilis

Les bactéries sont cavables de s'adapter aux conditions

extérieures et de se développer sur des milieux trds différents. Cette adaptation
-se traduit par des modifications de la composition chimique de la paroi. La compo-
sition chimique, le pH, la température et 1'aération des milieux de culture sont
des facteurs importants car ils induisent les transformations.

YOUNG et a1 (105)ont mis en 4vidence deux types de Bacillus
subtilis. Le premier type est caractérisé par les variations qui affectent la
composition de leurs parois lorsque les conditions du miliew extérieur varient. Le
second groube ne posséde pas cette caractdéristique et les parois de ces bactéries
ont un faible taux de galactosamine. Par contre, on note la présence d'une gquantité
importante d'alanine, d'acide diamincpimélique, d'acide glutamique, d'acide muramique
et de glucosamine..

En 1965, YOUNG (106)confirme gue la galactosamine est le
marqueur des bactéries sensibles et transformables, car le taux de cette osamine
est important dans les parois de bactérie croissant sur un milieu carencé en phosphate.

BLLWOOD (26) a étudié la variation de la Composition de

la paroi de Bacillus gubtilis var. niger en fonction du milieu de culture. Dans des

conditions normales, la paroi contient des acides téichoiques. Lorsque ce milieu
est carencé en phosphate, la bactérie synthétise alors d'autres polyméres anioniques :
les acidesbtéichuroniques. ,

Les modifications affectant la composition chimique de 1la
paroi bactérienne se traduisent par des variations de la nature des polvmdres qui la
compose. Le tableau ( I) résume les effets de différents facteurs limitants sur la
composition de la paroi de Bacillus subtilis (ELLWOOD et TEMPEST (28)).

Les ions NH4+, K+, SO4:’ et le glucose ont un réle négli-

geable. Par contre, les ions phosphates du milieu interviennent de manibtre importante.
Lorsque le taux de phosphore extracellulaire est faible, la synthése des acides

téichuroniques est favorisée & la place de celle des acides tdéichoTques.
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Cependant, en milieu carencé en ions Mg+f, la synthése
d'acides tdichoiques est accrue :.le taux de ces polyméres dans la paroi augmente
afin de maintenir un environnement ionique constant au niveau de la surface cellulaire,
(MEERS et TEMPEST (65)). | |

Les facteurs physiques du milieu interviennent également.
ELLWOOD et TEMPEST (27) ont étudié 1'influence du pH. En milieu acide - pH 5,0 -
la bactérie synthétise des acides téichoiques. Lorsque le pH évolue vers des zones
plus basiques - pH 8,0 - les parois de Bacillus subtilis contiennent uniquement des
acides téiéhuroniques (Figure (8)). Ce phénoméne est réversible et montre ainsi la
faculté d'adaptation de la bactérie aux conditions extérieures.
' Ces exemples démontrent que la bactérie réagit vis-h-vis
du milieu. Cependant, les polysaccharides synthdtisdés font partie intégrante de 1a
structure des enveloppes bactériennes et nous ne pouvons pas tirer de conclusion quant
3 1'influence de la bactérie sur la structure du milieu.

Récemment, (CHENG et a1l (16)) ont #tudié la modification

de viscosité du milieu par Streptoccocus bovigs. Lorsque le milieu nutritif varie,

cette bactérie synthétise un polysaccharide extracellulaire qui rend le milieu extré-

mement visqueuxv(112 centipoises).




Géndralitda vor len enzymes de
dépolymérisation des glycopeptides

les polysaccharides de haut poids moléculaire peuvent
étre dégradés biologiquement par différents types d'enzymes. La coupure des liai-~
sons & l'intérieur des chaines, par des endo-enzymes permet d'obtenir des molécules
de masse moléculaire plus faible qui sont alors sensibles 2 l'action récurente des

eX0-engymes.
v Nous présenterons, dans ce chapitre, les endo-enzymes

qui ont la propriété d'hvdrolyser les liaisons hexosaminyls des polysaccharides

(les endo-N-acétylhexosami nidases et les endo-hexosaminidases) et certaines amidases

particuliéres qui hydrolysent le peptidoglycane bactérien et les liaisons Ne-glyco-

sidiques des glycopeptides.

I - Les endo-N-scétylhexosaminidases

A - Le lysozyme (%.C.3.2.1.7.)

1 -~ Historigue

Le lysozyme ou mucopeptide N-acétylmuramvlhvdrolase dont
1'action a été observée pour la premitre fois en 1922 par FLENING (33), a &té
cristallisée par ABRAHAM et ROBINSCN (1) en 1937. Le substrat de cette enzyme a
4té préparé h partir d'hydrolysat de paroi de bactéries Gram-positives (SALTON et

GHUYSEN (82)), JOLLES et al (50) et canrr=ip (15)).

2 - Mode d'action du lysozyme

SALTON (81) a démontré que le lysozyme hydrolysait 1a
chalne polysaccharidique du peptidoglycane des bactéries Gram-positives. L'enzyme
catalyse la coupure des liaisons N—acétylmuraminy1f31—4 N-acétylglucosaminique et
des chafnons disaccharidiques sont libérés (Yig.4').-En 1957, BERGER et WETSER (9 )
ont mdntrébque le lysozyme possédait une activité secondaire P'~ N-acétylglucosa~
minidasique. ‘

De nombreux substrats ont &té préparés pour le dosage
de 1'activité du lysozyme : peptidoglycane partiellement hydrolvsé (JOLLES (5%))
SALTON (83), LEYH-BOUTLLE et al (58)), des dérivés de la chitine : 6-O-glycol chitine
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(HAMAGUCHT et FUNATSU (0 )) et 6-O-c:irboxymdthylchitine (HATSUSHIMA et a1 (€3 ),
HAYASHT et gl_(dg )). Le dossgre de 1'activitd du lysozyme ent réalisd selon trois

méthodes : 1a mesure de la lyse des parois de Micrococcu: lysodeikticus, la mesure

de la variation de viscositd des dérivés solubles et la mesure de 1'augmentation du

pouvoir réducteur.
3 — Répartition

Le lysozyme est trés largement réparti dans la nature.
Chez 1'homme, le lysozyme a pu dtre caractérisé dans les milieux de secrétions :
le lait (JOLLES et JOLLES (51 )), 1a salive (PETIT et JCLLES (77 )) et les larmes
(JOLLES et JOLLES ( 52)). Le lysozyme est présent chez le foetus et le nouveau-né
(GLYNN et a1 (38 )).

v Le Lysozyme peut &tre facilement préparé i partir d'oeufs
de différentes especes d'oiseaux et JOLLES et al { 50) et CANFIZLD (14 ) ont dé-

terminé, dés 1963, la structure primaire du lysozyme du blanc d'oeuf de poule.

Dans le régne végétal, IWATA (43 ) a montré 1'existence
d'une enzyme hydrolysant les parois bactériennes, dans une préparation d' o~ amylase

d'orge.

Fnfin, de nombreux lysozymes on% 4té isolés de micro-
organismes. TAKAHARA (89) ainsi que OKADA et KITAMATA ( 74) ont déerit et étudié
le lysozyme de Bacillus subtilis '

4 — Propriétés physico—chimiques de queloues lysozymes

Les propriétés physicochimiques des lysozymes de Bacillug
subtilis ont é&té comparées h celles du lysozyme du blanc d'oeuf de poule et sont
décrites dans le tableau IT .

Il existe deux types de lysozyme bactérien : 1e‘pfemier,
de masse moléculaire faible est proche du lysogyme isolé du blanc d'ceuf de poule
et le second, 1'endo-N-acétylmuramyl hydrolase, possede une masse moléculaire im-

portante. Ce type d'enzyme & été appelé "lysozyme-like".

B - Les endo-N-acétylglucosaminidases

1 - Yéfinition

L'endo-N~acétylglucosaminidase est une enzyme gui hydrolyse
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les 1ininone O-plycosidiquen d'an polyanccharide en 1ibirant des chafnons
disaccharidiques au minimum et qui possident une Nesedtylglucosamine en position

terminale réductrice. Le glycanne peul &tre libre ou sssocid 4 une protdine.
gLy [ !

2 - Répartition

De nombreuses endo-N-acétylglucosaminidases ont été

caractérisées chez des organismes appartenant A tous les regnes. Nous insisterons

‘dang ce chapitre sur les enzymes d'origine bactdérienne et plus particuliérement

sur celles de Bacillus subtilis.

a) Rigme véudtal

IWATA (18) a nis en évidence dans 1es’grainé d'orge,
la présence d'une endo-N-acétylglucosaminid ase qui, avec une endo-N-acétylmuramyl

hydrolase, est capable d~e lyser les parois bactdériennes.

h) Régne animal

‘ L'endo-N-acétylglucosaminidase, isslde par NISHIGAKI
et al (73) du foie, de la rate et du rein de rat ainsi que de la rate de porc,
a la propriété d'hydroiyser 1la liaison O-glycosidique du chainon GlcNAcEl:iGlcNAc
du glycopeptide Asn(GlcNAc)2M3n6- Ia mise en dvidence d'une activité d'endoP-N-acétyl-
glucosaminidase dans le foie humain a été réalisée par BOFRSMA et al (12);
Récemment, TARENTINC et MALZY (93) ont déderit 1'existence
d'une endo-N-acétylglucosaminidase dans les tissus de 1l'oviducte de poule.
' Bnfin, STIRLING (88) a iéolé du foie humaiﬁ une chitobhiase
de masse moléculaire faible (25—50 00C daltons) aui hvdrolvse la liaison C—glycosidique
du chéinon disaccharidique GlCNAC-l:ﬁ GleNAc et qui est inactive sur le 4-méthyl-

ombelliféryl—N»acétyl—@Lglucosaminide.'

¢) Régne bactérien

La déecouverte que leg endoFLNncﬁty]g]uconnmjnidﬂsns
d'origine bactérienne sont nctives sur les glycoprotdines, a entrainé une dtud»
poussée de ces cnzymes en vue de les utiliser pour déterminer la structure des

glycopeptides.
CNAKAJTMA et al (72) ont montrd qu'il existait chez

‘Saccharomyces cerevisae, une enzyme libérant dec chainons polysaccharidigiues congtituén

de dix huit résidus de mannose et d'une N-acétylelucosamine en position terminale

réductrice:'L'endoP—N—acétylg]ucosaminidﬂsn D de Dirnlococcus pheumonise, déerite
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par MURAMATOU (71) oul acktive our len ,'t1l\r(_‘opr'ptirh\:t det fmmuneslobulinen de Mydlome
de souri.a. KOIDE of MORAFATSU (55) ningi que TTO ot 11_(16) ont montrd Ta ndaenaitd
de' la présence d'un résidu de mannose non substitué branché sur l'ose en de la
N-acétylglucosamine pour obtenir une hydrolyse de la chaine.

Une enzyme catalysant le m®me type d'hydrolyse a $té mise

en évidence chez Streptomyces grigeus par TARENTINC et ﬁl_(94). La liaison &,_1-4_N_
acétylglucosaminide du résidu di-N-acdétylchitobiose. présent dans de nombreuses
glycoprotéines. est hydrolysde par cette enzyme. TARTHTTNO et MALEY (92) ont frac-
tionné cette endo-N-acstylglucosaminidase en deux formes 1'endo=-N~acdtylglucosa—-
minidase H et 1'endo~-N-acétylglucosaminidase L. Lla forme H dégrade les glvceoprotéines
possédant au moins 5 résidus de mannose. Par contre, 1la forme L est spécifique des

chaines 1égéres du type Aﬂn(GlcNAc)2M3n1-

Dans les préparations commerciales de neuraminidsse .de

Clostridium perfringens, CHIEN et al (18) ont mis en ‘vidence une endo- ﬁ “N-acétyl-

glucosaminidase. Cette enzyme hydrolyse le glycopeptide Asn(GlcNAc)2Man5 en libérant

~le chalnon AsnGlcNAc. _
Enfin, FAN et BECKVMAN (31) ont montré que Bacillus subtilis

synthétise une endo- (5—Néacétylglucosaminidase qui hydrolyse le peplidoglycane de

ilicrococcus lysodeikticus.

3 - Propriétés phyvsicochimiques des ende-N-acétvlglucosaminidases

Quelgues propriétés physico-chimiques des endo—[B—N—
acétylglucosaminidases d'origines diverses, ont été comparées A celles de Bacillus

subtilis et sont résumées dans le tableau IV.

4 - Spéeificité d'action des endo-N-acdtylglucosaminidases d'origine
bactdrienne

L'étude de la spéeificitd d'action des endo;N—acﬁtylglu-
cosaminidases d'origine bactérienne, a été réalisée par de nombreux auteurs car ces
enzymes sont tres utilisées pour la détermination de la structure des glycoprotéines.
Le tablean IV rdsume les rﬁﬂultntskconcernnnt le micanisme d'action de ces enzymes.

la structure des glycopeplide:s, et en particulier le
nombre de résidus de mannose, a perwis de i fférencier les formes H et L des endo-N=~

acétylglucosaminidases isolées de Streptomyces griseus. Ii¢oemment, TARFNTINO et

MALEY (93) ont compard les spéeificités d'action des endo- & ~MN-ncltylelucoaanini dagen

b . . , . . . .
de Yiplococcus pneumonjine et de Streplomyces plicotus. L'ondoplyconidase de Gtreplo-

mlgﬁs plicatus est active sur les glycopeptides fon (ﬂlcNAc)g(Nan)jﬂlcNAc et
Asn(GlcNac)z(Man)S-
Le glycopeptide Asn (GlcNAc)2 Fue (Man)3 n'est pas
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hydrolysé. Si le vésidu de fucose esl abaent, cetbe enzyme se révle alors nctive.
Le fucose, 1ié sur le di-N-acétylchitobiose, induit donc la spécificité de cette

enzyme. Par contre, l'endo~- 9 ~N-acétylglucosaminidase D de Diplococcus pneumoniae

ﬁydrolyse ce glvcopeptide. D'ailleurs, cette enzyme est active sur des glycopeptides
de structure complexe (Tableau IV) et les auteurs pensent que sa spéeificitd dA'action
n'est pas clairement établie car les préparations enzymatiques ¢tudides contenaient
des exoglycosidases.

' La spécificitd d’acthion de l’enﬁo—p’—N—acétylglucosa—
minidase de Bucillus subtilis sur les glycopeptides citds n'a pag 4té étudide.
Seule 1'hydrolyse du chainon polysaccharidigue du nevtideglyesne de Mierococcus
lysodeikticug montre ou'il s'agit d'une endo- ﬁ “Nenedtvleliucoaamini dase (FAN et

BECKMAN (31)). Cette enzyme est inactive sur le p-nitronhdnyvl-N-acdtvlslucsaminide.

IT - L'endo-X -N-acétylgelactosaminidase
A - Définition
L'endo- o« -N~acétvlgnlactoseminidnse de Diplococcus
pneumoniae, isolée par ENDO et KOBATA (29), a la propriété d'hvdrolyser les
glycoveptides en libérant des chainons Gal- p-1-3-GalllAc avec la N-acétylgalac—

tosamine en position terminsle rdductrice.

B - Spéecificité d'action

Cette enzyme hydrolvse les glvecannes des lvcoprotéines
désialylées des membranes érythrocvtaires humaines. Son substrat spécificue est

le glycopeptide Gal (*(1-3)Gallidc of 1-Ser ou Thr.

C ~ Propriétés phvsicochimigues

; Le Ph optimum d'activitd de ]'ondo—¢X~N—ac$tylgn]acto—
aaminidase est de 6. Elle est inhibde d A0 p 100 par le p-chloromercuribenzinesul-
fonate 1 mM et & 63 p 100 par 1'éthyl®nediamine tétracdtique 2,5 mil. Elle verd
50 p 100 de son activité h pH 5,5 et b pH 7.
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I1T - L!endo-galactosaminidase

A - Définition
L'endo-galactossminidase hvdrolyse les liaisons

o-glycosidique d'un polysaccharide et conduit % la formation de chafnons possédant

une galactosamine en position terminale réductrice. Ce type d'enzyme a été isolé

‘d u milieu de culture de Streptomyces griseus par REISSIG et al (79).

B - Spéeificité d'action

L'endo-galactosaminidase de Streptomyces griseus (79)

hydrolyse les liaisons GalNH -GalNH2 dans l'oligogalactosaminoglycanne isoléd du
filtrat de-culture d'un mutant de Neurospcra. lLes fragments polysaccharidiques,
résultant de 1'hydrolyse enzymatique, ont une masse moldéculsire de. 100 000 daltons.
Ces résultats laissent présager une spécificité d'action 4troite et 1'enzyme est

inactive sur les liaisons GalNAc - GallAc.

C - Propriétés physico~chimigues

L'enzyme de Streptomyces griseus a un pH optimum d'action

‘de 5,4 et conserve 50 p 1CC deson activité pour des valeurs de pH comprises entre
4 et 7. La température ortimale n'a pas été détermindée, cependant, 1'enzyme est

relativement thermostable car sa demi-durdée de vie est de 3 minutes & 100° C.

IV - Les amidases

Ce sont des enzymes qui ont 1a propriété d'hydrolyser les
liaisons amides entre les protéines et les groupements poiysacéharidiques des glyco-
protéines. ' o

‘Nous étudierons les deux types mis en dvidence :
la 4'-L-Aspartylglycosylamine -amido hydrolase et 1'endo-N-acétylmuramyl-L-alanine

amidase.

A - Lag 4'—L—Aspartylglycosvlnmine amido hydrolase

! - Définition

Dans de nombreuses glycoprctéines, la partie glycannique
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est lide & la protéine par une liaison de type N-glvcosidique. Cette liaison est
réalisée entre un résidu de N-acétylglucosamine et 1'asparagine. La 4'-L-Aspartyl-
glycosylamine amide hydrolsse hydrolysércette liaison selon le schéma proposé
par TANAKA et al (%0 ) : '
Asn - Glc .NAc
‘ \L Amidase

- Asp - Amidase + NH2 - GlclAc

Asp + Amidase + NH, -:GlcNAc

2

NH3 + GlelMAc

2 - Répartition

Cette enzyme a été mise en dvidence par MURAKANMT et BYTAR (7C\l
dans 1'épididyme de norc et de bouc. LER et a1 (57 Y 1'ent coractérisée dans les

émulsions d'amande douce et VAKING et al ( 62) chez Proteus vulgaris. L'enzyme a été

purifide et isoldée du sérum de porc par MAKTNC et al (61 ) et de 1l'oviducté de

poule par PLUMMER et ql (78 ).
3 = Spécificitd

L'enzyme hydrolyse les chafnons suivants: 4'-L-Asp-GlcNAc,
4'-L-Asp-GallAc, 4'-Asp-Man, 4'-L-Asp-Gal. Tlle est inactive lorsqde les fonctions
2-NH2 ou 1-COOH de 1'acide asparticue sont bloquées. L'hvdrolyse des glycoprotéines
- est possible si l'acide aspartique est 1ié N-glycosidiguement avec la fonction réduc--
trice de l'ose du glycanne. Cependant, cette enzyme est inactive si la chaine peptidi-

que est importante.

4 - Propriétés- physicochimiques

L'amidase est stable dans une gamme de pH de 4 & 7 &
37 °C pendant 22 h. Le pH optimum d'nctivité varie selon 1'origine de l'énzyme.
La masse moléculaire est dgalement fonction de 1'origine de cette enzyme. L'amidase
du rein de rat ( MAHADRVAN et TAPPRT (60 )) posstde une masse moléculaire de
31 OOO dnlﬂons alors que celle de l'oviducte de poule jﬂolée par TARFNTIVQ et
MALRY (91 ) est de 110 00Q. ’




B - L'endo-N=acétylmuramyl-l—alanine amidace
} - Définition

L'endo-V-acétyimuramvl-L-alanine amidase hvdrolvse la
liaigon amide entre la T-alanine et 1'acide V-acttylmiromigue du-pepﬁidoglycnne de
1a paroi bactdérienre, Cette enzyme libére des groupements NHgvsans qu'apparaisse

une augmentation du pouvoir rdducteur, (figure 4).
2 - Répartition
De nombreuses bactéries synthéticent cette autolvaine.

Elle a étd mise en évidence chez Streptomyces var GIUYSEN et al (37). FaN et

BECKMAN (30) ont montié que 1l'enzyme de Bacillus subtilis <tait fixde A la paroi

et qu'elle en était détachie par le chlorure de 13 thiun.

3 - Propridtds physicochimigques

L'autolysine isolée des parois e 3acillug subtilis,

osséde une masse moldculaire de 35 000 daltons et prisente im optimum d'activité

el

pll 8. Blle est relativement thermostable car elle rdsiste 3 un chauffage de’

Y
510C pendant dix minutes (FAN et BECKMAN (71)).

4 ~ Propriétds enzvmatioues

L'alanine amidase est active sur le veotidoglyeane de

Bacillus subtilis majis ne lyse pas les parois de Micrccoccus lvsodeikticus.

Cette différence serait due, selon FAN ot BRCKMAW (31\, R ce gue la commosition en
acides aminés deé chafnons poptidiques‘serait diffirente suivant les bactéries.
Souvant associde i une endo-N-acdtylglucosaminidase, cetie enzyme favoriserait la

croissance bactérienne en lvsant la paroi dans des zones précises (31).
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Préparation et ,mulvqn de ]'c‘xtrmt
macromoldculaire ou nucus isold &
partir des milieux de fermentstion

_ La mise au point du procédé de vréparation du mucus
extfait’du milieu de fermentation "Amylase Bactérienne", a 6té réalisée en colla-
boration avec la Société RAPIDASE. Afin d'obtenir un extrait macromoléculaire homo-
géne, nous avons traité 170 1 du milieu de fermentation 895 ayant une viscosité de

35 centipoises.

I - Préparation du mucus

Le mucus a €té préparé suivant la méthode décrite dans

la figure 9 .f

A - Filtration sur perlites et terre de diatomées

La viscosité du milieu de fermenﬁation est telle qu'une
dllutlon est nécessaire pour pouveir réaliser les operdtlons de flltratlon : les
170 1 du mofit de fermentation sont diluds 2 680 1.

La filtration sur perlites et terre de diatomées permet
d'obtenir une phase clarifide suffisamment épurée de débris macroscopiques et des

germes bactériens. C'est cette phase que nous traitons vour isoler le mucus visqueux.

B -~ Filtration stérile

La pha e clarifide précédemment, renferme des germes
bactériens qui sont éliminés par une opération de filtration sur cartons stériles
C5 et E.K.S. Du toluéne est additionné au filtrat pour éviter les infections bac-
tériennes au cours des 6pérations suivantes. Le volume du filtrat stérile est de

540 1.

C - Ultrafiltration

. Le filtrat stérile est concentré sur membrane Amicon 50000.
Le filtrat est supprimé et>1a phase résiduelle est alors lavée cing fois pour éliminer
les micromolécules ainsi que certaines enzymes, amylases et protéases, dont la masse
moléculaire est inférieure & 50000 daltons. Le volume de la phase résiduelle concentrée

est de 24,5 1.




Milieu de fermentation total
dilution
filtration sur perlites et terre de diatomées

filtration stérile

(cartons"C5et E.K.S.”)

ULTRAFILTRATION

{(membrane Amicon 50000 )
45lavages

micromolécules

ions minéraux

Extrait Macromoléculaire

| lyophilisation

Figure9 : schéma de la préparation de |'extrait visqueux
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'D-— Lyophilisation

Le mucus macromoléculaire visqueux est lyophilisé et est
placé & 4°C afin d'assurer sa conservation. Les différentes analyses seront réalisées

sur ce matériel.

I - Fractionnement du mucus sur colonne d'échangeur d'ions

Le fractionnement du mucus sur colonne échangeur d'anions,

type DOWEX 1 x 2, est réalisé selon les techniques préconisées par HAMADA et al (39).

A - HMod < ratod

La résine utilisée est un échangeur d'anions du type
DOWEX t x 2, 200 - 400 mesh, forme H*. La régénération de la colonne est réalisde
par le passage d'HCL 1 N (5 fois le volume de la colonne). La résine est ensuite
lavée par de 1l'eau distillée, jusqu'd ce que 1l'effluent soit & un pH de 6,8.

1 mg de mucus lyophilisé, repris par 10 ml d'eau distilléde,
est injecté sur la colonne de DOWEX 1 x 2 (3 x 70 cm). La colonne est lavée par le
passage de 500 ml d'eau distillée puis elle est ¢lude par un gradient lindaire de
molarité croissante, de 0k 1 M, en acide chlorhydrique (flacons de 800 ml). Le
débit d'élution de la colonne est de 15 ml/h et les fractions recueillies ont un

volume de 5 ml.

B - Isolement des fractions

Les différentes fractions rénérdes selon les~méthodes
décrites page 40, sont collectdes et l'acide‘chlorhydrique est neutralisé par de la
soude 0,5 N. Les fractions sont ensuite dialysées contre 100 fois leur volume d'eau

distillée et elles sont lyophilisées.

I1T - Méthodes analytiques d'étude du mucus

A -~ Dosage et identification des glucides

1 - Méthodes colorimdtriques de dosage des monosaccharides

Un extrait sec est réalisé sur chaque déchantillon pour
pouvoir donner une valeur pondérale exacte. Les méthodes colorimétriques qui seront
décrites ont été utilisées pour le repérage des fractions obtenues A partir du mucus

par chromatographie sur colonne d'échangeur d'ions (DOWEX 1 x 2).
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a) dosage des oses neutres

_ Les oses neutres sont dosés par la méthode & 1'orcinol de
TILLMANS et PHILIPPI (97) modifiée par RIMINGTON (8C). Ce dosage est réalisé simul-
tandément avec celui des acides uroniqués afin d‘éliminer les interférences, selon le
principe décrit par MONTREUIL et SPIK (68). La composition en monosaccharides des ‘
témoins est celle des produits & étudier.
| ‘La méthode au phénol—sulfufique (68) n'a &té utiliséde que
pour le repérage des composés glucidiques obtenus au cours des @ifférents fraction-

nements.

b) dosage des acides uronigues

Le dosage des acides uroniques est effectud selon la mé-
thode de DISCHE (24) au carbazol, les interférences dues aux oses neutres sont élimi-

nées selon la méthode décrite par MONTREUIL et SPIK (68).
¢) dosage des hexosamines '

Pour la détermination de la composition centésimale
en hexosamines, nous avons utilisé la méthode colorimétrique d'ELSON - MORGAN modi-
fiée (MONTREUIL et SPIK (63)) aprés hydrolyse chlorhydrique.

L'hydrolyse est effectuée en tubes scellés sous vide par

1'acide chlprhydrique redistillé 4 N pendant 4 heures & 100°C.

2 - Procédés d'identifications des monosaccharides

a) procddé d'hydrolyse

*\— libération des monosaccharides neutres et acides

_ Afin d'identifier les monosaccharides, les produits sont
hydrolysés par HCL 2 N, pendant 2 heures & 100°C.

@-qlibération des hexosamines

Les hexosamines sont mises en 4vidence aprés hydrolyse

chlorhydrique 4N ,4h, 10C°C,

b) procédé de purification

Tes hydrolysata Ailués sont chromatographiéa asur colonnes
couplées de DOWEX 50 x 8, 15-50 mesh, forme acide et de DUOLTTE A 102 D, 25-50 mesh,

forme formiate ( 69).
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c) identification des monosaccharides par chromatographie sur papier
Les hydrolysats purifiés sont chromatographiés suf papier
Whatman 3 dans le solvant de FISCHER et NEBEL (32) : pyridine /acétate d'éthyle/
acide acétique/eau ( 5:5: 1 :3) pendant 18 heures. Les monosaccharides neutres
et acides sont 1évélés par les réactifs » 1'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (77) et
au nitrate d'argent de TREVELYAN (99). bYes osamines sont mises en évidence > l'éide

- de réactifs & la ninhydrine.

% ~ Procédé de détermination de la composition molaire glucidique

La composition molaire glucidique des fractions polysaccha-
ridiques a été établie par chromatographie‘en phase gazeuse selon le procédé de
ZANETTA et al (107) adapté au laboratoire par FOURNET (34).

Les polysaccharides sont méthanolysés par le mélange
méthanol/HCl 0,5 N pendant 24 heures 2 uﬁebtempérature de 80°C: Lles dérivés O-méthyl-
glycosidés sont pertrifluoracétylés par le mélange anhydride trifluofoééétique/
dichlorométhane (1 : 1) et sont ensuite chromatographiés sur colonne d*'0V 210 sur
Varaport 30. La longueur de la colonne de verre est de 3 m, le diamétre intérieur
est de 1/4". Le gaz vecteur est 1l'azote. La température est programmée de f10 A 230°0

3 raison de 1°C/mn. Le témoin interne utilisé est le mdsoinositol.

B - Dosage des protéines et identification des acides aminds

1 - Dosage des protéines

Le taux de protdines du mucus =t de ses différentes frac-

tions a été estimé selon deux méthodes :

a) dosagze de l'azote par la méthode de KJELDAHL

Le dosage fait sur des échantillons de sérum-albumine,
permet de déterminer le rendement de 1'opération. La teneur en azote protéinique

est calculéeen tenant compte de la valeur de 1'azote glucidique des osamines.

b) dosage des protéines par la méthode de LOWRY et al (59) -
Le tnux de protdéinen est dﬁtnrminﬁ‘Pn‘fonction dtune

gamme étalon de sérum-albumine.
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2 — Tdentificention den acides aminds

L'identification des acides aminés est réalisée apreés
hydrolyse par HCl 5,6 N redistillé, sous vide, & 105°C, pendant 24 heures.
Les échantillons sont ensuite analysés A 1'aide de 1'futo-analyseur Beckman Multichrom

selon le principe général de SPACKMAN et al (87).

C -VDosage du phosphore

, ‘Le phosphore organique est dosé suivant la méthode de
ALLEN (2 ) aprés minéralisation des échantillons. Cette méthode est également utilisde

Jors des fractionnements pour le repfrage des composés phosphorylés.

D - Mise en évidence des glycérophosphates

1 - Hydrolyse et purification

a) hydrolyse chlorhydrique

"4In échantillon de la fraction V est hydrolysé pér,HCl 2N
pendant deux heures & 100°C pour libérer les monosaccharides. L'acide chlorhydrique
est évaporé sous vide en dessicateur en présence de soude.

b) dégradation alcaline

Le résidu sec est ensuite traité par 1a soude 0,5 N &
100°C pendant 1 h. La solution est ensuite neutralisde par'dé 1'acide. formique.
| k c) purification
La solution neutralisée, dilude, est chromatographiée sur
une colonne de DUCLITE A 102 D (1 x 20 cm), forme formiate. La fraction correspondant
au lavage de 1a colonne par l'eau, est éliminée. LaAcolonné est ensuite_éluée par

de 1'HC1 1 N. Yette solution est évaporée A siccité.

2 - Chromatogréphie sur papier

Les glycéronhosphates sont chromatographids aur papier

W 3, préalablement lavé h 1'enu distillde, dana Je svollme solvanb : butanol/pyridine/

eau (6 : 4 : 3) (IIAMADA et al (79) pendant 15 h.

[ chromatoeramme est révild par le réactif de HANES et

 TSHERWQOD (44). Les composés phosphorés apparaissent'sous forme de taches bleues sur

fond blanc aprés exposition & la lumidre (MONTRRUIL (467)).
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E - Ftude viscogsimétrique

1 - Appareil”

L'appareil utilisé est un viscosimdtre "VISCOMATIC".
Le tube v1scos1metr1que est du type UBBELOHDE., Les différentes dilutions sont
réalisées automatiquement avec la cellule "DOSIMAT". La précision des dilutions
est de < 0,01 ml. | | | |
4 Le tube viscosimétrique et la cellule ol sont effectudes
les différentes dilutions, sont maintenus & une température constante & 1'aide
d'un flux de liquide provenant d'un réservoir préalablpmpnt'thermoqtaté 3 une
température de 25°C pendant 2 heures. Les mesures des temps 4' ocoulempnt sont

réalisés par l'intermédiaire d'un dispositif photoélectrique.

2 - lode opératoire

Dans le but d'obtenirvun écoulement régulier dans
le tube viscosimétrique, les solutions sont dépoussiérées sur filtre Millipore
dont le diamétre des pores est de 0,45 microns. -

Le solvant employéd est une solution de phosphate
10 mM, pH 6,5. La solution la plus concentrée a un titre C de 15 mg/ml. Les dilutions
réalisées automatiquement sont : C, 2¢/3, ¢/2, ¢/3, C/4. La viscosité intrinséque
est déterminée graphiguement en extrapolant 3 concentration nulle la courbe:

t - t°
avec: EC
t: temps d'écoulement dé la solution

t%: temps d'dcoulement du solvant

C: cdncentrafion en g/ml

IV - Etude de 1s fraction FIV

" La fraction FIV’ isolée du mucus par chromatographie
d'échange d'ions, présente une viscosité importante et elle est le substrat de
1" "ENZYME X". C'est pourquoi nous nous sommes plus_particulierement attachés a

son~ étude.
A - Purification

L'étude des profils d'élution obtenus montre que la




fraction F eat contaminde par les fractions F et It Pour purifier 1la

fraction Fiz, il est néecesanire de rechromatogilihior Zotte fraction sur la
colonne de DOWEX: 1x2 dont les caractéristiques ont été décrites précédemment.

Aprés neutralisation et dialyse, la fraction FIV obtenue
aprés un premier fractionnement, est concentrée & 1'évaporateur rotatif jusqu'i
‘un volume de 10 ml. Cette solution est déposée sur la colonne qui ést stabilisée
par le passage de 300 ml d'eau distillée. La colonne est ensuite éluéé par un
gradient lindaire en acide chlorhydrique de 0.k 0,5,N (flacons de 800 ml). La
conduite du fraétionnement est identique & celle décrite pages 39-40 et la fraction
FIV'repurifiée est traitée de maniere similaire. V

B - Détermination de la masse moléculaire

La masse moléculaire de la fraction FIV a été déterminde
3 1'équilibre de sédimentation selon la méthode ddcrite par CHERVENKA (17).
L'expérimentation a été réalisée avec 1'Ultracentrifugeuse analytique BECKMAN
modeéle E. L'ultrécentrifugation s'est déroulée i 20°C pendant 24 h & 1OOCO t/mn.
Les échantillons ont une concentration de 0,5 mg/ml dans le tampon Tris - HC1

de pH 7,25, 0,1 M.

C - Composition en oses

Les caractéres particuliers de viscosité et de masse
moléculaire de la fraction Fy., ainsi que la difficulté d'établir une composition
centésimale exacte en oses neutres et en acides uroniques, nous ont conduit a
employer des techniques permettant d'une part d'obtenir une hydrolyse quantitative
destliaisons O - glyéosidiques et d'autre part de rechercher la présence de

constituants glucidiques particuliers.

1 - Réduction des acides uronigues

| Les liaisons uronosidiques sonf parmi les plus stables. .
La réduction des acides uroniques en leurs homologues oses neutres diminve la
. stabilité de la liaison et permet d'employer les techniques classiques d'hydrolyse

des liaisons O-glycosidiques.

a) Réduction de 1'acide glucuronique libre

Le principe général de la réduction de 1l'acide glucuronique

w‘—"‘r‘Y
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Acide glucuronique
Méthanolyse
Peracétylation
Réduction
Méthanolyse
Pertriflucroacétylation

Analyse et dosage par

chromatographie en phase gazeuse

Figure : 10 Schéma général de la réduction de l'acide glucuronique
[ RS
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en gluconn, conaiste ean 1n f&dnctﬁon de 1n fonclion carboxylique du earbone 6
sans réduction de la fonction carbonyle réductrice du carhone 1.
.Pour cela, 1 mg d'acide glucuronique est 0 - méthylglycosidé
par le mélange méthanol - HC1 0,5 N pendant 24 h & 80°C. Ce dérivé glycosidique
est ensuité‘peracétylé,vaprés séchage sous courant d'azote, par le mélange
pyridine - anhydride acdétique 1:1 (v/v) pendant 1 nuif‘h 20°C, la peracétylation
permet la solubilisation du composé dans le'tétrahydrofurane qui est le solvant
de la réduction.
» ' Apres séchage sous courant d'azote, le résidu sec
. obtenu ést repris par 1 ml de tétrahydrofurane et est introduit dans un ballon
réacteur 4 3 entrdes. L'entrie du ballon est relide A un réfrigérant droit surmonté
d'un pitee A CaClé- La seconde voie permet de maintenir 1'ensemble sous athosphdre
d'azote. Les différents rdactifs sont introduits A 1'aide d'urne seringue dans
le réacteur par la troisidme entrée qui est munie d'un septum. L'appqreillége
est purgé par l'azote pendant 15 mn.
- La réduction proprement dite.consiste en 1'addition
de 0,5 ml:x 3 de borane - méthyl - sulfide (B.M.S) fourni par la firme Aldrich.
Ce réactif est introduit 3 1'aide d'une seringue goutte » goutte dans le ballon.
Le mélange est ensuite maintenu sous agitation constante pendant 4h.4 la température
ambiante. L'arrét de la réduction est effectuée par 1l'addition de méthanol
anhydre, goutte & goutte, pendant 1h sous agitation. La solution est ensuite
séchée sous courant d'szote. ' .
Le résidu sec obtenu est alors méthanolysé dans les
conditions décrites précédemment et le glucose formé est dosé par chromatographie

en phase gazeuse.

. b) Réduction des acides uroniques de la fraction L

Le protocole de lé réduction des acides uroniques de

1la fraction FIV est décrit par la figure11 .

| Le pdlysaccharide est méthanolysé et les liaisons
0 - glvcosidiques les plus labiles sont rompues. lLes fonctions semi - aldéhydiques
des oses et ocides sont méthyl-estérifides et ainsi protieden. Lea produl ta gont
ensuite peracétylés et sont solubiiisés dans lé'tétrahydrofurane.~Ln réduction
par le B.M.S est identique & celle de 1'ncide glucuronique et les monosaccharides
sont dosés par chromatographie en phase gnzeuse. Le témoin interne) mésoinnhjtol,

subit toutes les opérations de la réduction .



. Oligosaccharides

Fraction FIV
Méthanolyse
, Monosaccharides

O-méthylglycosidés O-méthylglveosidds
Peracétvlation

Réduction

y
Méthanolyse

y
Analyse et dosage

par chromatographie en

phase gazeuse

Figure : 11 Schéma général de la réduction des acides uronigues
de la fraction FIV
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2 — Mise en évidence du 2, 4-diacétamido-2,4,6-triddoxyslucose

a) Isol-ment et purification

La mise en évidence, 1'isolement et la purification du
2,4-diacétamido-2,4,6-tridéoxyglucose ont été rdéalisss 3 partir de la fraction

FTV selon le procédé mis au noint par SHAROM et JEANLOZ (84 )(Vigur@12 Y. Nous

avons traité de maniére comparative 132 mg du polysaccharide svnthdétisé par Bacillus

icheniformis (ATCC 9945) et 3 ng ‘du 2,4-diacétamido-2,4,6-tridéoxvglucose. Ces deux

produits nous ont ¢té obligeamment fournis par le Dr. SHARON.

Tes différentes étaves de la préparation du diacétamidohexesc

ont 4té les suivantes :

0(- Hydrolyse sulfurique

Les polysaccharides de Bacillus licheniformis, de Bacillus

subtilis.(fraction FIV) et le 2‘4—diacétamidd—2,4,6-tridéoxyglucose sont hydrolysés

par H2SO41N, sous reflux & 100°C pendant 6 h. L'hydrolyse est réalisée de manidre

4 ce que la concentration des polysaccharides et du dincétamidohexose ne dépasse pas
15 mg/ml. : : .
. Chromatographie d'échange d'ions sur éolonne de DCWEX
50 x 8 selon BOAS ( 11)

La résine Schangeuse d'ions est le Dowex 50 x 8 (25 -
50 mesh). Les dimensions des colonnes utilisées sont de 3 v 40 cm.
Aprds dilution des hydrolysats sulfuriques et leur injectioh
sur le colonne de Doﬁex 50 x 8, celle-ci est éluée par : l '
- 500 ml d'eau distillée : fraction A (F,)

- 300 ml d4'HC1 0,5 N : fraction B (FB)
- 300 ml 4'HC1 1 N : fraction C (FC)
- 300 ml d'HC1 2 N : fracticn D (FD)

L'acide chlorhydrique des fractions est éliminé sous forme d'azéotrope avec de 1'étha-
nol absolu, par distillation sous pression réduite A 1'évaporation reotatif.

L'opération est répétée trois fois.

B: Chromatographie d'déchange d'ions sur colonne de DOWEX 50 > 8

selon GARDELL (35 )

La résine échangeuse d'ions est le Dowex 50 x 8 {200 - éggh)

stabilisée dané 1'HCY 0,3 N. lLes dimensions des colonnes sont : 0,5 x 10C cm.




.Hydrolyse sulfurique

Dilution

Fractionnement

Dowex 50x8 (25—50 mesh)

{

Flution
‘H20 HC1 0,5 N : HC1I IN HC1 2 N
F F
A B FC FC'
Fractionnement

 Figure : 12 Schéma général de la mise en évidence du 2,4~acétémido—2,4,6-

Dowex 50x8 (2CC-4CC mesh)
Elution HC1 C,3 N

Identification
Purification

Analyse

triaéoxyglucose nselon SHARCN et al (s i)'
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L'ehanlilion s by cnt roprein o W(()b/ul arner ¢, 3 N
at eat chrcmdtographjﬁ gur 1n colomme. Cetle colomme est Alude par de 1'HCL 0,3 M.
Le débit est de 7,5 ml/h at 1es_ffé6tions recvueillies sont de 2,5 ml. |
v Apris séchage scus vide en brésence de sonde, les fractions
sont reprises par 1 ml d'eau bidistillée. Tne prise d'eseai de 100}w1 est rdalisée,

sur laguelle nous effectuons le dosage d'ELSONIIORGAN modifid.

b) Tdentificstion par chromatogranhie et dlectrophorese du vapier

( Chromatographie sur papier

Les différentes fractiors isol’tes par chromatogranhie

d'échange d'ions sur cclonne de DOVHX 50 x 8 selon GARDMIL scnt chromatosrarhides

sur papier W, dans les cvstdmes solvants de PARTRTIGH (75) ot de FISCTRE et MABREL (32).

2
Les durées de chromatographie sont Iesoectlvcmcnt de 48 h

dang le cas-de 1l'utilisation du solvant de FARTRIDGH et 18 h dans le systéme solvant
de FISCHR et NEBEL. Les chromatogrammes sont rivélds par le réactif au nitrate

d'argent et par le réactif & la ninhvdrine.

G— Blectrophorése

Les électropheréses sont réalisies sur papier W2 en uti—
lisant le tampon de MICHL, (66) & pH 3,9. Les conditions cvératoires sont : tension
10 Volt/cm, durde : 4 h. ' ‘

TLes électrophorigrammes scnt r'vilés par le rdactif a 1la

ninhydrine et var le réactif au nitrate d'argent.

¢) Identification et caractirisations du 2,4-diacétamido—2,4,6—
triddoxvelucose par chromatorraphie en vhase gazeuse et spec—
trométrie de masse '

ol = Préparation des alditols norwvffwfoo

Ie compos ¢ glucidigue is0lé par chromatographie d'échange
d'1onw selon GARDRLL est 1o 2-amino—-4-ncitamido-2,4,0~Lrid oxvirlucosn (SHARON et
JUEANLOZ (”4)) Son Sbude par chromalogrraphie on vhaue esaense ol apoelrom®lrie do
masse nécessite sn modificalion en perncﬁty1~3,4—dinﬁﬁtnwido—ﬁ,dyﬁ—trid/oxyglucjtol
deutéré. La premidre éfqpa du traitement du preoduit est sa V-acétylation. Nous avons
adopte le procedo de N~ acetylatlon de WHITE (100).

! mg du produit est dissous dans QO/al de méthanol_ahhydré.

30/ﬁl d'anhydride acdtique sont additionnds i 1n colution sainsi gue 2 mg d'acétate

d'argent. Le mélange est conservé & h 4 1la lempdérature du laboratoire et 3 1l'obscuritd.

e T ——
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Le mAlanze est Tiltrd sur laine de verve qui est enouite 1avée abondasmment par du
me thanol nnhydré. Le filtrat est séch’ sous courant d'azote. »

La deuxiéﬁe dtape consiste en la réduction par le boro-
deutérure de sodium du résidu sec. 7

Le produit obtenu précddemment est disscus dang 1 ml d'eaun
bidistillée. 10 mg de borodentdérure de sodium sont ajoutfs b la solution oui est
conservée une nuit %blavtempérature du laboratoire. La sclution est alors neutraljsée
et smende 3 pH 4 par 1o projection de Dowex 50 x 8 (25-50 mech, forme acide).
La solution neutralisée est {iltrée sur laine deverre. Le filtrat est séché i 1'Sva-
porateur rotatif. lLe résidu sec est repris plusicurs fois par 5 ml de méthanol anhvdre
et séché sous vide afin d'¢liminer 1'acide borique.

La synthese du peradétyl—2,4-djncétnmido—Z,4,6-tridéoxy—
glucitol deutdérsd est rialisde an traitant le produit rdduil par 300 }d du mélange
pyvridine/anhydride acétique (1 : 1) pendant 1 nuit X 1» bempérature ambisnte. La py-

ridine et 1'anhydride acétique sont ¢liminds par sdchage sous courant d'szote.

nphie en phase gazeuse

P— Identificaticn par chromatgr

L'identification du perac’tyl-2,4-diachtamido~2,4,6-

tridéoxyglucitol deutérdé prépard 3 vartir des polyssccharides de Bacillus subtilis

et Bacillus licheniformis, a été réalisée par chromatograrhie en phass gazeuse A

1'aide A'un chromatographe Varian areograph modidle 120C. La colonne utilisée est
une colonne en verrs 4'0V 17 3 1 100 sur chromosorh W (a-w) Dres (100-120 mesh).
Cette colonne a une longucur de 3 m et le diamttre intiricur est de 2 mm. Le gaz
vecteur est.l'azote et son débit est de 20 ml/hn. La tempdrature de Ya colonne est
de.2300C. L'injecteur et le détecteur éont % une tempdrature de 230°C,

'XL Q@Tactérisation DET chrgmutogzgghje en phace gazeuse -

<

spectrométrie de masse

v L'étude du peracdtyl-2,4-diactnmido~-2,4,6-tridéexyglucitol
deutéré a 6té réalisée par spectrométrie  de masse. L'appnareil utilisé est un spec-
trometre Perkin~Elmer modéle 270 B couplé A un chromatographe en phase gazeuse Varian

aerograph modéle 1520 B.
’ . Les expérimentaticna ont Ot° rénlindes dang les conditiona
nuﬁvnnteﬂ :
‘ - 1a grectrométrie de masse a St rdalisde sous une
énergie d'ionisation de 70 eV et un courant d'ionisntion de 80 A. La température de

la chambre d'injection est de 170°C.
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- 1n tempdrature de la colonnu‘dn chromutographieven
phase gazeuse est de 250°C.
. Les spectres de masse ont {té enregistrés au maximum
4! 1nten91to -des p1cs chromatographiques.
Ce travail o pu étre rvalnse grice A la collsboraticn
scientifique du Dr. MAYER du Fax-Planck Institut de Freiburg. L'sanalyse des résultats

vy

obtenug a étd altn en collaboration avec le Dr., FCURNWT.

% —~ Mise en évidence de la presence de r( sidus Jd'hexosamines
nen acntylob dans la fraction FIV ' :

La Aﬁ"qmwnnt1on nitreuse Jes hexosamines non acdtylées
conduit » la formation du 2,5 snhvdrohexose corrosnonﬁant. Lorsqu'une hexosamine
qui se situe A 1'intérieur d'une chaine polysaccharidique est 40 aminde, la liaison
O-glycosidique est rompue avec la formation du 2,5 anhydrohexose en position ter-
minale réductrice (HOOK et al (43)). Le schéma ractionnel est indioué dans la

figure 13.

a) Mode opératoire

N

, 3,5 mg de la fraction Fy, sont incubés, % température
ambiante, dans SOO/ul d'une solution de nitrite de sodivm-ncide acétique (3,9 1/0,

28 M) prépafée extemporandment, pendant 10 mn.

L'incubat est ensuite neutralisé par 8 ml d'acide aéétinue
1 M. La solution est dessaléé par passage sur une colonne de Dowex 50 x 8 (25-50 mesh)
forme acétate. L'élution est réalisée par de 1l'scide WC(flquﬁ 1 M. L'effluent est

ensuite sdéché i 1'évaporateur rotatif.

b) Mise en ¢vidence par chromd10ﬂre0n1, de t amisage moléculaire
des produits de d¥sration

La fraction FIV’ ayqnt subie la dds mlnatnon nitreuse,
chromatographidée sur une colonne d4'Ulirogel AchA 34. Le gel est stabilisd dans
le tampon phosphate 10 mM, pil 6,7, Les dimenaions de 1 colonna sont de 1 X 80 cm.
Le débit est de 4 ml/h, les fractions sont de 2 ml. La colowne a ¢4 prialablement
"

étalonnde par le passage d'une solution de 1n fraction NTV naktive et du Bleu

dextran dans les mémen conditions,
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V - Hydrolyse enzymatique de la fraction FIV .

’ L' " Enzyme X " utilisée par la Société RAPIDASE se
présente sous la forme d'une poudre atomisée soluble dans les solvants aqueux. Une

solution enzymatique a la~propriété’de diminuer la viscosité des mofits de fermentation

visqueux de Bacillus subtilis.
’ ‘Nous exposerons briévement le procédd de purification de
1' " Enzyme X " que nous avons mis au point en collaboraticn avec DRLEBASSEE. Les

méthodes employées pour montrer que la fraction F., est le substrat spécifique de

Iv
1'enzyme seront décrites avec plus de précisions.

A - Isolement et purification de 1'enzyme

1 - Définjtion de 1'activité enzymatique

La force enzymatique d'une solution est déterminéde par la

mesure de l'abaissement de 15 p 100 de la viscosité d'un molit de fermentation de

Bgeillus subtilis ( comprise entre 17 et 35 centipoises ). La valeur de 100 unités

correspond arbitrairement & la quantité d'enzyme nécessaire pour faire baisser la

viscosité de 15 p 100 en 1 h & 40 °C.

2 - Purification de 1' " Enzyme X "

Nous purifions 1' " Bnzyme X " & partir de la poudre

atomisée préparée industriellement par la Société RAPIDASE. Les différentes étapes'

de la préparation de cette enzyme sont décrites dans la figure 14 .

a) Précipitation acétonique

100 g d'énzyme atomisée ( 10 000 w/g ) sont dissous dans
une solution aqueuse d'ethyline diamine tétrascétique ( EDTA ) 10_3 M et de
phényl méthyl sulfonyle fluorure ( PMSF ) o
et le PMSF les protéases alkalines qui dégradent 1' " Fnzyme X " en solution.

M. L'EDTA inhibe les protéases neutres

Unvolume d'aéétone froid , =10 °C , est additionné
lentement pendant 1 h sous agitation douce. La précipitation est totale aprés un

séjour de 4 h & une tempdérature de -10 °C. Le précipité est recueilli par centrifu-

| gation. Toutes ces opérations se déroulent & la tempéfature de -10 °C.



Enzyme brute atomisee

0

Précipitation par un volume d'acétone ( 3fois)

-

~ Surnageant

Precipitation par le sulfate d‘ammonium(60p100deS)

7

Surnageant
Fractionnement sur colonne de DE AE Cellulose
elution a | 'eau

elution par tampon phosphate
ph67  70mM

T

Elution par tampon phosphate 'ph6,7 120mM

-

Figure 14: Schéma de la purification de l'enzyme
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L'opération est répétée encore deux fois dans des conditions identiques.

b) Précipitation par le sulfate d'ammonium

Le précipité obtemu précédemment,veSf repris par 100 ml
d'eau distillée renfermant de 1'EDTA JO_B M et du PMSF 10—4 M. Cette solution est
alors amenée & 60 p 100 de saturation en sulfate d'amonium par 1'addition, sous
agitation constante, de 150 ml d'une solution saturée de SC4(NH4)2. ApfésAune
nuit & 4 °C, le précipité est recueilli par centrifugation : 13 000 t/m, 1 h,
centrifugeuse Beckman JA 21. Le précinité est redissdua dans un volume minimum de

3 -4

la solution agueuse: contenant de 1'EDTA 10 °~ M et du PMSF 10 M. Cette solution

est dialysée pendant 24 h & 4°C contre une solution identique.

,C) Fractionnement sur colonne de DEAE-Cellulose

, 90 ml de 1'adialysat sont amends 3 100 ml par 1'addition
de tampon phosphate 100 mif, pH 6,7. Cette solution est ensuite chromatographiée ‘
sur une c¢olonne de DEAE-Cellulose (2,5 x 30 cm) équilibrée dans le tampon phosphate '
10 mM, pH 6,7. | '

La colonne est éluée par un tampon phosphate 10 mM, pH 6,7
puis par des tampons phosphate pH 6,7 : 70 mM, et 120 mM. Le débit d'élution de la
colonne est de 40 ml/h, les fractions recueillies ont un volume de 20 ml.

‘ L'activité enzymatique des fractions est repérée par la
mesure de la baisse de viscosité de 15 p 100, en 1 h 4 40° C d'un molit visqueux.
Cette manipulation est réalisée & 1'aide d'un viscosimbire Epprecht type MS—r-1

équipé d'une cuve de 150 ml.

B -~ Mise en évidence de l'activité endoglycosidasique de la fraction
enzymatique purifide

1 - Conditions d'hydrolyse

a) pH

L'hydrolyse enzymatique de la fraction FIV a été rdalisée

dans les conditions de pH détermindes par DELEBASSER ( 23). le tampon utilisé est

un tampon phosphate, 10 mM, pH 6,7.
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-b) Température

La fraction FIV est mise A~incuber en présence de la

solution enzymatique & 37 °C.

c) Duréde d'hydrolyse enzymatigue

Pour la mise en évidence de 1'activité endoglycosidasique,

nous avons choisi une durée d'hydrolyse de 24 h.

d) Mode opératoire

4 mg de la fraction Fyy sont dissous dans 2,2 ml d'eau
bidistillée et 0,2 ml d'une solution enzymatique ayant un titre de 3000 unités par ml
y sont ajoutés..L'hydrolyse est conduite dans les conditions opératoires décrites
précédemment. Une goutte de chloroforme est additionnée pour éviter les infections

bactériennes. L'hydrolyse enzymatique est arrétée par chauffage de 1'incubat & 100 °C

- pendant 5 mn.

2 - Détermination de la VlSCOSltP intrinséque de la fradtion FIV

hydrolysée

La viscosité intrinséque de 1a fraction FIV hydrolysée

est déterminde selon la méthode décrite page : 43 .

3 - Etude par chromatographie de tamisage moléculaire des produits
de dégradation

La fraction FIV hvdrolysde est chromﬁtopraphnee sur une
colonne de Biogel P-150 stabilisde dans le tampon phosphate pH 6,5 , 10 mM. Les

dimensions de la colonne sont de 1x60 cm. Les fractions collectédes ont un volume

de 2 ml, le débit est de 6 ml/h. La colonne a été étalonnde, dans des conditions identis

ques, par le Bleu dextran, la fraction FIV native et par une quantité d'enzvme égale

4 celle ayant été utilisée pour 1'hydrolyse.

4 -~ Mise en évidence de la diminution de la masse moléculaire

’ a) Ultracentrifugation ggalxtigue

La fractioanIV‘dépolymérisée par 1l'enzyme est dialysée

‘pendant 3 jours contre de 1l'eau distillée puis lyophilisée. L'expérimentation a été

réalisée avec 1'ultracentrifugeuse analytique Beckmsn modéle B. Les échantillons &
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‘analyser sont dissous dans le tampon Tris- HC1 0,1'N , PH 7,25. Leg expérimentations
sont réalisdes sur : la. fraction Fyy native (2 mg/ml), 1a fraction F v hydrolysfe
(2mg/m1) et la fraction Fyy hydrolysée contenant la fraction native comme margueur.

La vitesse de rotation est de 48 000 t/mn & 20 °C.

b) Détermination de la masse moléculaire par chromatogrsphie de
tamisage moléculaire

L'hydrolysat enzymatique de la fraction'FIV a été chromato~
graphié sur une colonne d'Ultrogel AcA 34 (0,8 x 80 cm)vqui est stabilisde dans le
tampon phcesphate 2C0 mM , pH 6,8. Cette colonne a été étzlonnée par le Bleu dextran

6
2C00, la Sérotransferine, la Sérum albumine bovirne, la(b globuline et le cytochrome C.

C - Mise en 4dvidence de 1'activitéd endo-N-ncétylhexosaminidasique de lan
solution enzymatique

Aprés. hydrolyse enzymaticue de la fraction FIV , 11 est
possible de mettre en évidence, par la méthode cclorimétriaue de PEISSIG et al
(MONTREUTL et SPIK ( 69), 1'avparition de résidu de N-actvlhexosamine en position

terminale réductrice.
1~ Princivpe
Les N-acétvlhexosamines, en nosition terminale réductrice,

dont la fonction alcooligue en 4 est libre, donnent, par chauffage en milieu alcalin,

des chromogénes que 1'on peut identifier et caractériser.

2~ Mode opératoire

L'expérimentation a été rdalisée de maniére A suivre la

baisse de viscosité de la fraction F_ . et 1'apparition de groupements N-acétylhexo-

!

saminyls en position réductrice. H
‘ 140 ml d'une solution & 0,04 p 1C0 de 1la fraction FIV ,

dans le tampon'phosphate~citrnte 10 mM, pH 6,5 , sont hydrolysés par 2 ml de la
solution enzymatique ayant un titre de 3000 U/ml. La tempdrature d'incubation est de
25°C. ;

_ Les viscosités sont mesurdes a 1'aide d'un viscosimetre -
de type Epprecht MS-r-1 aux temps : 0, 1 tn, 2 mn, 5 mn, 10 rm, 15 mn, 30 mn, 1 h,

'2h, 3h, 4h, 20 h,et 24 h.
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Desi prises d'ensai de 0,4 ml sont. rfalisdes. Ces solutions

sont additionndes de 0,2 ml de tampon borate puis placdes au bain-marie bouillant
pendant 3 mn pour arréter l'hydrolyse enzymatique. Les N-acéiylhexosamines sont alors

dosées colorimétriquement.
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%tude de la préparation et analyse
physico-chimique du nucus

Le terme de mucus a été donné & l'extrait macromolécu-

laire isolé des milieux de fermentation visqueux de Bacillug subtilis. Les études
antérieures de BETHENCOURT et PLOUVITR ( 10) et de DELEBASSEE et SAVMCR (22 ) ont

" montré que les moﬁfs de fermentation pouvaient donner des mucus différents. Ces
résultats disparatrés étaient dus au fait que les méthodes d'isolement du mucus

et les cuantités de milieu de fermentation traitées, étaient trop faibles. La nature
des composants et la viscosité des mofits varient également d'une fermentation &
1'autre. Aussi, nous avons choisi de traiter une grande quantité (170 1) d{un motit
de fermentation unique’: la fermentation 895, présentant une viscosité de 35 centi-
poises. Nous nous sommes donc attachés, dans un premier temps, A4 la mise au point |
d'un procédé de préparation du mucus, puis nous en avons fait son 4tude physico-

chimique.

I - BEtude de la préparation du mucus

A - Analyse qualitative du procédé d'isolement du mucus

‘Les différentes étapes de la vréparation du mucus :
filtration sur terre de diatondes et perlites, filtration stérite et ultrafiltra-
tion sur membrane Amicon 50 00C, nous ont permis d'obtenir un extrait macromolé-
culaire. La méthodologie emplovée évite le recours i des procédés chimi@ues d'iso~
‘lement qui risquent de dénaturer les composants du milien de fermentation. Nous avons
préparé un mucus unique et les méthodes employées reproduisent celles qui sont
utilisées pour la préparation de 1' ¥ - amylase : ce mucus colmate les filtres em-

ployés par la Société RAPIDASE et présente une viscosité dlevde.

B - Analyse guantitative

170 litres de la fermentation 895 ont subi les diverses
étapes de préparation du muens,la viscosité du milieu de fermentation total est de
35 centipoises. Nous exprimons cette viscosité en centipoizes car il est impossible
de calculer la viscosité intrinséque d'un milieu ausoi hétérogene. La solution con-

centrée sur membrane Amicon 50 000, lavée cing fois, a un volume de 24,5 1.
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Lé lyophilisation de celle solution donno 120 g d'une poudre conlenanl 10 p 100
d'eau de condensation. Ce muqué lyophilisé, donne den solutions aqueuses dont la
viscosité iﬁtrinséque est de 258,5 ml/g. Ces solutions sont légeérement pigmentées.
Le mucus est par contre, insoluble dans les solvants organiques tels que : éther

éthylique, méthanol, acétone, tétrahydrofurane.

¢ - Conclusions

Le procédé de préparation utilisé, ultrafiltration,nous

a permis d'isoler des milieux de fermentation de Bacillus subtilis, un composant de -

nature macromoléculaire. Les micromolécules, élimindes par les cing lavages suc-
cessifs du concentré sur membrane Amicon ne conférent aucune viscosité i ces effluents
et elles ne provoguent pas de phénoménes de colmatage des filtres. C'est le mucus

macromoléculaire responsable de la viscosité que nous étudierons.

II - Etude physico-chimique du mucus

Nous avons essayé de caractériser le mucus par 1'étude

de sa composition centésimale en glucides, en protéines et en phosphore.

A - Composition centésimale glucidique

Les résultats apportés par l'analyse de la composition
centésimale en glucide (tableau V ) montrent que le mucus renferme 49,2 p 100 de
composés glucidiques. Prés de la moitié de ces glucides, 24,3 p 100, sont des mono—s
saccharides neutres, Par contre, le taux d'acides uroniques est relativement faible :
4,5 p 100. Les résidus de N-acétylhexosamines en quantité importante (20,4 p 100),
sont caractéristiques des mucus trds visqueux (BETHWHNCOURT et PLOUVIER ( 10),

DRLEBASSEE et SAMOR ( 22)).

B = Composition en azote et protéines

L'analyse de la composition centésimale glucidique, montre
qu'il existe un indosé de 50,8 p 100. Nous avons cherché & expliquer cet indosé
par l'identification d'autres composants, en particulier la présence de protéines.
La teneur en azote du mucus a étd diterminde par la

méthode de KJELDAHL aprés minéralisation des échantillons et les résultats obtenus




Tableau V .Composition centésimale du mucus M895.

Mucus 895
Monosaccharides Neutres 24,3
N-acétyl osamines | 20,4
'Acides‘ Uroniques | 4,5
Phosphore . 89
Proteines | 30/6-
i

Resultats exprimés en p, 100 du poids sec .

5115
LILLE 7
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vsont'fésumés dnng le Tablesu V. la Lunenr en azote total de 7,15 p 1€0, laisue
préjuger de 1a présence d'une auantité importante do‘protéineﬂ. lia valeur approchée
du taux de protéine, 30,6 p 100, a été calculée en multipliant le taux d'azote
protidique, ohtenu par soustraction de 1'azote gludjdique des hexosamines du taux

d'azote total, par le facteur 6,25 déterminé pour la sérum albumine.

C - Composition en phosphore du mucus

Nous avons recherché la présence d= comnogés minéraux dans
le mucus, en particuiier le phosphere. Le taux de phophore minédral, 5 p 100 d~ la
masse du mucus, a été déterminé aprés la destruction des dchantillons et dosage
gelon la méthode do ALLWN ( 2_). Le dosage du phouphore lihre par cette méme méthode
s'est révélé négatif. Le phosphore est donc 1ié aux molécules organiques. D'autre part,
les travauxz de BURGER ET GLASER (13 ) ont montré que Bacillus subtilis synthétise
des acides glycéro-téichoIcues. Or BETHUNCCURT et PLCUVIER (10 ) avaient montrs la

présence de glycérol dans les mucus élaborés par Bacillus subtilis souche Rapidase.

Nous exprimerons donc le taux de phcsphore en taux de glvecérol-phosphate, soit

8,9 p 1C0 du poids sec du mucus Atudié (Tableau V ).
D - Conclusions

Ltanalyse des résultats (réunis dans le Tableau V ) de la
composition centdsimale en glucides, protéines et en phosphore organique, montre
1'hétérogénéité du mucus. Nous remarquerons cependsnt, aue ce mucus est riche en
glucides et en constituants chargés électronégativement : acides uroniques et phosphore.
Le phosphore est le seul composant minéral du mucus. car la recherche d'autres éléments
minéraux, en particuiier les sulfates, s'est révélde négative. ‘

L'ensemble de ces résultats ne nous permet pas de caractéri-
gser le constituant qui est responsable de la viscosité importante du mucus. Aussi,

nous essaierons detrouver les éléments nécessaires i son identification par le

fractionnement du mucus et 1'étude des différentes fractions ainsi obtenues.
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Fractionnement du mucus par chromatographie dtdchapge d'ions
Btude physico-chimigue des diflrférents conostitunnts isoldéa

La présence dans le mucus de constituants chargés électro-
négativement, nous a conduit 4 employer les techniqués de chromatographie proposées
par HAMADA et g;;( 39) pour le fractionnement d'hétérovolysaccharides a glycérol-
phosphate. ’ | v

Le mucus 895 a été fractionné par chromatographie d'échange
d'ions sur colonne de Dowex 1x2, forme €1, 200-400 mesh. Une étude cualitative et

quantitative a été réalisée sur ce type de fractionnement ainsi que sur les différentes

fractions obtenues.

I - Fractionnement du mucus 895 par chromatographie d'échange d'ions sur colonne

de__Dowex_1x2

_ Apres divers essais, les meilleurs résultats de fraction-
' " AL [ . '
nement du mucus ont été obtenus grace a 1'élution de la colonne de Dowex 1x2 par
" un gradient lindaire de molarité croissante (O & 1 M) en acide chlorhydrique. Le

profil d'élution est montré dans la figure 16,

A - Etude du profil d'élution

’_L‘échantillon du mucus 895 3 analyser est dissous dans
de l'eau distillée et est déposé sur la colonne. L'élution de cette colonne par
300 ml d'eau distillée nous permet d'isoier la fraction FI’ Le repérage des oses
totaux par un microdosage au phénol-sulfurique et 1'absorbance dés protéines & 280 nm,
montrent la nature glvcoprotidique de cette fraction. L fraction FIyisoiﬁe,4rechroma~
tographiée sur une colonne identique préalablement régénérde, n'est pas retenue. Ce
résultat prouve que nous n'avons pas A faire A un phénoméne de saturation des sites
dchangeurs d'ions de la résine. _ , |
’ Quatre autres fractions:FTT, FIT], FIV‘Et FV; aont ensuite
isolées en éluant la colonne par le gradient de molarité en acide ehlorhydrique
(Tableau y1). ‘
La fraction Fyp est élude en d4hut de gradient. Son absor-
bance & 280 nm montre sa nature peptidique. Elle ne posséde pas de glucides.
Pour une molarité en acide chlorhydrique de 0,075 M, il est

possible d'isoler une fraction glycoprotidigue: la fraction FIII; Le repérage selon
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1la ﬁéthode deAALLEN ( 2 ) montre due cette fraction contient tfés peu de phosphore.
Parkcontre,'elle est riche en hexosamines. '

’ Lorsque la molarité en acide chlorhydrique atteint une valeuf
de 0,14 M, la fraction FIV ast éluég de 1a colpnne. C'est une fraction polysaccharidique
constituée de glucides neutres, d'hexosarines et d'acides uroniques. Cette fraction
présente en outre une grande viscosité et le profil d'élution n'est pas symétrique.

La fraction la plus retenue sur la colonne d'échangeur d4'ions

‘est la fraction FV' Elle est élude pour des molarités en acide chlorhydrique de C,325 M.

~ La fraction Fy est caractérisée par sa richesse en phosphore et en oses neutres. Cet

hétéropolysaccharide acide possede en outre des acides uroniques et des hexosamines.

B - Etude quantitative du fractionnement du mucug 895 par chromatographie
d'échange d'ions

L'acide chlorhydrique des fractions éluées est neutralisé
par de la soude C,5 N. Apreés dialyse et lyophilisation, la somme des massesvdes
fractions recueillies représente 80 p 100 de la masse de mucus déposé sur la colonne.
Le pourcentage de récupération de chague fraction est indiqué dans le Tableau YT+ Les
fractions FI, FIV et Fvysont, pondéralement, les plus importantes et elles représentent
respectivement : 24 p 100, 13,5 p 100 et 34 p 1C0 de la rasse du mucus, les fractions

et F

Fr1

11T n'en représentant,quant & elles,que 2,6 et 4,6 p100.

C ~ Conclusions

Le fractionnement du mucus 895 par chromstographie d'échange'
d'ions sur colonne de Dowex 1x2, 200 -~ 4CC mesh, nous permet d'isoler cing fractions,
ce oui prouve l'héféfogénéité du mucus. Le rendement de 1'onération, 80 p>1OO de
récupération de la masse traitde au départ, est satisfaisant.

_ Les diverses tentatives de. fractionnement sur:colonne de
DEAE-Cellulose ou par chromatogravhie de tamisage moléculaire, colonne de Biogel P 300
et Sepharose 4B, ne nous ont pas -vermis d'obtenir des résultats pbsitifs car les
solutions de mucus qui sont déposées sur ces cclonney sont trop visqueuseé. Par contre,
les fractions Fy » Frp FIII et F, sont nettement individunlindes par chromatosraphie
sur colonne de Dowex 1x2. Cependant, la fraction Iy, qui présente une viscosité dlevde,
est contaminde par les fractions Fry7 et FV. Son étude physico-chimique ndcessite
une purification.

Le fractionnement qui a été mis au point, est un procédé

rapide qui permet de caractériser facilement un mucus visqueux par 1'détude du profil

d'élution obtenu.
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Tableau : VI  Molarité en HC1 d'élution des fractions et bilan

pondéral du fractionnement par chromatographie

d'échange d'ions ( ¢ olonne de Dowex 1x2 )

v @
FI FII 111 FIV ,FV
Holarité -
d'élution 0 C,035 0,075 0,14 0,325
en HC1 V
Pourcentage de
: 24, 2,6 4,6 13,5 34,3

récupération
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Les méthodes utilisdtes pour le repérage deg fractions,

.o

montrent que les compositions chimiques de chacune d'elles sont trés différentes

nous en avons fait une anzlyse physico-chimique plus avprofondie.

I1 ~ Analyse physico-chimigue des fractions

A - Analvse comparative de la composition chimioue des frsctions

1 - Btude comparative de la composition en glucides

a) Composition centdsimale glucidique

Les rdsultats de la compositicn centésimale glucidique

’
3

des fractions FI, FIII} FIV et FV sont exposds dans le tableau VII.

o-Composition en moncsaccharides neutres

Ia majeure partie des constituants glucidiques de 1la
fraction FI sont des mcenesaccharides neutres @ 74 p 1CC, les fractions FIII et FV
ont un taux d'oses neutres important, respeciiverent 47,3 et 32,8 p 100. La fraction

Fry est la plus pauvre en glucides neutres : 23,4 p 1CC.

I

@~Composition en acides uronicues

Les acides uronigques de la fraction FI’ non retenue sur
1a colonne de Dowex 1.x 2, sont A 1'état de traces. Les fractions Frop et FIV
3

“possédent un taux moyen d'acides uroniques : 4,4 et 3,5 p 10C respectivement.

Par contre, la fraction F, fortement retenue sur la colonne, en est tres riche

(11,4 p 10C).

Les rdésultats du tableau VII sont exprimés en taux de N-

ncttvlhexosnmines La fraction FIV’ polysnccharidique, en. eat tria viche (51,5 p 100),

03]

contrairement aux fractions FI et FIII dont les taux de V-acdétvlhexosamine sont

respectivement de 2,9 et 6,4 p 100. La fracticn Fy est caractérisde par un taux,

11,8 p 100 de N-acétylhexosamine, taux voisin de celui des acides uroniques.

%




TableauVIl .Composition centésimale des fractions du mucus 895

F | F, | Fy | Fy| F
Ll | fiv] T
MonoSaccharides 74 08 478 234 ' 328
Neutres ' ! ‘
Acid .
es 02 0 44 35 | 114
Uroniques
N-acéty! 29 018 64 | 515 |18
hexosamines '
1675
Phosphore 0 0 0,2 15 .
Protéines 185 972 39 22 0

* Taux de glycérol-phosphzte
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b) Identification des constituants glucidiques

Chacune des fractions a &té hydrelysée par l'acide
chlorhydrique et purifide selon les techniques décrites dans Je chapitre
"Matériels et Méthodes". Les monosaccharides libérés sont mis en évidence’paf
chromatographie de partage sur papier dans les conditions décrites page 41 .

Les résultats obtenus sont schématisés dans la figure 17 .

- Fraction FI
Le seul monosaccharide neutre caractérisé est le mannose,

et la glucosamine est le seul sucre aminé.

- Fraction FIII

La fraction FIII renferme du mannose, deux hexosamines :

la glucosamine et la galactosamine, et de l'acide glucuronique.

- Fraction FIV

- La composition en monosaccharide neutre de cette fraction
est la nlus complexe puisqu'elle renferme du mannose et du galactose dans les pro-
portions 1/5. Les oses aminds sont la glucosamine et la galactosamine.‘Les acides
uronigues sont trés difficilement 1ibérés par hydrolyse chlorhydrigue et nous n'avons
pu caractériser gque l'acide glucuronique. La chromatographie sur papier de 1'éluat
neutre des colonnes de Duolite A 102 D et de Dowex 50 x 8, montre qu'il existe des
oligosaccharides. Cette hydrolyse ne serait donc pas compléte A cause des liaisons

vuronosidyls cui sont trés stables.

- Fraction FV
Cet hétéropolysaccharide ne posséde que du glucose et de
‘1a glucosamine. L'acide uronigue gu'il est possible de doser et. de caractériser est

1'acide glucuronique.

¢) Composition molaire glucidigue

Les rapports molaires glucidiques ont été réalisés par
dosage en chromatographie en phase gazeuse des monosaccharides 1ibérés par méthanolyse
(mélange méthanol-HC1 0,5 N). Les résultats sont rdsumdn dans le tableau VIIIX.
- Fraction FI
Mlle est ecaractérisde par la présence de 33 résidus

de mannose pour 2 résidus de N-acétylglucosamine.
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Figure 17 C’Hromatographie des'hydrolysats chlorhydriques des fractions
Fl , FIII' FIV et FV sur papier W3 dans le solvant de

 FISHER et NEBEL (32)
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Tableau VIl Analyse comparative de la composition molaire

'glucidique_des fractions F, 'FIII , FIV»et FV.‘
j
f gl Fiv Pv
Gle 20
Man - 33 20 1
Gal o 5
G.lcNA; 2 | 2 2 2
GalNAc ] 2 3
GleNH, | 6
GalNH, | | +
L J
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- Fraction F_
Beavcoup plus hétdrostne que I (raelion F], la fraction
FI11 est constitude de 20 résidus de mannose pour 2 résidus de N-acétylglucosamine
et 2 résidus de N-acétylgalactosamine. “lle renferme en outre, 6 résidus de glucosa-
mine non acétylée. La galactosamine non acétvlée est mise en dvidence mais le nombre

de résidus n'a pas pu &tre calculé.

- Fraction FIV
La chromatographie sur pgpier‘montre que l'hydrolyse de
ce polysaccharide n'est pas compléte car il existe dans cette molécule des acides
uroniques dont les liaisons C-glycosidiques sont irés stables. Nous décrivons done
ici, une cémposition molaire estimée car le pourcentage de libération des monosac-
charides par méthanolyse est faible.
Le nombre de résidus de mannose est faible. I1 existe,
en effet, 1‘résidu de mannose pour 5 résidus de galéctqse. La fraction FIV renferme
en outre, 3 fésidus de N-acétylealactosamine pour 2 résidus de N-acdtylglucosamine.

La composition de 1a fraction FTV est donc trias hdétérogéne.
o {on F
v

Cette fraction difftre essentiellement des précédentes
par la présence de 20 résidus de glucose pour 2 résidus de N-acdtylglucosamine.
I1 est possible de mettre en évidence l'acide glucuronique et le glycérol par chroma-

tographie en phase gazeuse mais ces constituants n'ont pas été dosés par cette méthode.
grap phase g T .

2 - Btude de la composition en protéine et'en‘acides aminés des
fractions Fis FII et FIII

a) Composition en protéine -

| Pour compléter la composition centésimale, nous avons dosé
le taux de protéines des fractions par la mesure du taux d'azote selon KJELDAHL. Les
valeurs du taux de pfotéines indiquées dang le tablean VTII)ont.étﬁ détermindes en
teriant compte de 1'azote glucidigque.

‘Le taux de protéinen de 1n fraction FI it relativenent
faible (18;5 p 100) comparativement » celui de la fraction FTI : 97,2 » 10C. La

fraction FTII qui est une glycoprotéine acide contient : 39 p 100 de protdine.

" La présence de 2,2 p 100 de protéine dans la fraction FIV peut &tre considérée comme

étant une contamination de cette fraction par la fractien FIII' La fraction FV

n'est composée que de glucides.




Tableau : IX Composition en acides‘aminés des fractions FI , FII e
(l‘acide aspaftique est pris comme référehce = 100)
FI FII FIII
CySCBH 0 3 0
Asp 100 10C 100
‘Thr 60 50 54
Ser 115 AT 62
Glu 87 &9 10C
Pro 49 32 38
Gly 129 61 65
Ala 88 61 88
Val 52 45 39
Met 3 ‘7 | 14
Ileuw 64 55 43
Leu 34 35 16
Tyr 53 . 30 24
Phe 45 35 28
Lys 0 52 53
Hist 84 24 0
Are 47 32 20
,

t

5

FIII
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b)Y Composition en acides aminds

’

Mous avons rdalisé cette Atude qualitative afin A'essayer

de caractériser les fractions glycoprotéiniques et protéiniques.

' Les résultats du tableau IX sont exprimés en nombre de
résidus d'acides aminds, 1'acide aspartique avant été pris comme réfdérence car
les fractions FII et FIII’ par leur comportement chromatographique sur colonne de
Dowex 1 > 2, possédent un caractire acide. L'acide aspartique est présent}en guanti té
importante dans toutes les fractions que nous avons étudides. Il ne nous a pas 61/
possible de noter les différences ihportantes car la composition en acides aminés
des fractions étudiées, est sensiblement indentigue bien que lres complexe. Wotons,
bependant, que si la fraction FI posatde de 1'acide glubanique en proportion rela-
tivement importante, elle est caractérisde par un nombre Alevd de rdsidus de sérine,
de glycocolle et 1'absence de lysine. Cette fracticn renferme, un nombre important
de résidus d'histidine. Les fractions FI et FII sont riches en acides aspartique et
en acide glutamiaue. La fraction FII est la fraction la plus pauvre en sérine et la
fraction FIII’ dont le taux d'acide agspartique et d'acide glutamique est identique,
‘ne contient pas d'histidine. Ces deux fractions possédent de la lysine contrairement

A la fraction FI-

3 -~ Analvyse de la composition en phosphore el englvcérophosphate de
la fraction F‘V '

‘La fraction FV posstde un taux de phosphore importqnt :
16,75 p 100. Ce résultat est donné dans le tableau X en vnourcentage de glyveiro-
phosphate, soit 29,4 p 1CC, nous avons montré en effet priécédemment, que tout le
phosphore du mucus est 1ié aux molécules organiques.

‘ 4 L'analyse des produits par phromﬁtdgraphié de l'hydrolyse
chlorhydrique puis de la dégradation alcaline de 1la fraction Fv,sgloh lesbrocédés
~décrits dans le chapitre "Matériel et Méthodes", page 42, nous permet de caractériser
le glycérovhosphate. Nous avoné‘pu mettre en évidence, le glycérol par chromatoéraphie
en phasé gazeuse aprés méthanclyse de. la fraction FV par le mélange wméthanol-HC1 0,5 N
A 80°C pendant 24 1 et trifluoroacétylation des dérivés O-méthylglycosidés par les

méthodes décrites page 41.

B ~ Annlyse de 1la viscositd intrinsdque des fractiona isolfes par
fractionnement du mucus

AMin d'identifier de manitre précise le ou les constituants
responsables de la viscosité, nous avons étudié les propriétés viscosimétriques

du mucus et de ses fractions iscldes aprés chromatographie d'échange d'ions sur



Tableau X : Etude comparative de la
Fractions FI a R

composition centésimale des

\%

FI FII FIll ﬁV FV
Glucides | ‘77,1 0(8 586 784 56
Protéines : 18,5 97,2 39 22 O.
Glycérol- ) o 0 02 15 294
Phosphate ! ’
Total 956 08 978 .82,1 854
Indosé 4,4 2 2,2 179 14,6

Tableau Xl : Viscosité intrinseque du mucus 895 et de ses fractions

Mucus R F F

[yl | 2585 | 188 196 28,1

’ ’

323

T
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colonne de Dowex 1 x 2.

Loa rémaltato obtenus sont rfonmds dnnﬁ le tnbinnn X1
et iln montrent que 1a fraction FiV posadde 1a viscosits intrinshqua la plus Alevde.
La viscositd intrinséque des autres fractions est nidgligeable par rapport % celle
du muéuS’et de la fraction FIV' L’hétéropolysqcoharide ou fraction F.. est le cdns—

A
tituant qui confire au mucus ses propridtds viscosimdétriques.

IIT - Conclusions
‘Le fractionnement du mucus par chromatographie d'échange
d'ions sur colonne de Dowex 1 X 2, est un procédé simple pour caractériser les

mucus visoueux synthétisés par Bacillus subtilis. Les cing fractions isoldes se

différencient nar leur comportement. chrematographigue sur colonne de Dowex 1 x 2,
.par leur composition chimique et par leur proprifté viscosimétrigque.

Les cing fractions constitusnt e micus veuvent &tre
classées, de part leur composition chimioue, en fractions de natufe glycoprotididdé,
protidigue, polysaccharidicue. ‘ '

‘ Les fractions FI et»F]]]’ de natvre glveeoneptidioue,
se diffdrencient par leur composition en F-ac’tylhexossmines. La fraction FI ne
posséde que de la I'-acétylelucosamine alors que la fraction FIII est constitude de
N-acétylglucosamine et de M-acétylgalactosamine en proportion équimolaire. Des résidus
de glucosamine et de galactosamine non acétvlds ont €té mis en dvidence dans la
fraction FITI' Par ailleurs, la présence de rdsidus d'acide glucuronique vermet
d'expliquer le compdrtement chromatographique de cette fraction FIII sur la colonne

de Dowex 1 % 2. Le taux en monosaccharides neutres de ces fractions est élevé.

Seul le mannose a pu &tre mis en évidence.

La fractioﬁ FII.,St‘une protéine et la o~ésence de nom-
breux résidus d'acides aminds acides (acide glutamicue et nacide sspartique) provocue
sa rétention sur 1la colonne de Dowex 1 x 2.

‘ ‘ La fraction FIV est un polysaccharide de comrosition
glucidique complexe. I1 ne nous a pas été possible, dans un premier temps, d'établir
_une composition centésimale compléte : 1'indosé est de 17,9 p 1€0 (tableau X).
L'analyse comparative de la composition molaire (tableau VII1) et de la composition
centésimnle glucidique (tableau X) montre que ce polysnccharide eat riche en
Neacétyleslucosamine, en N-dcétylgalactosamine et en acide giucuronique. La présence
dans ce polymére/de linisons de type urcnosidyvl, tris clables vis b vin des apents
d'hydrolyse, ne nous permeb pas de donner une composition molnire plucidique exacte.
Fn ce qui concerne les monosaccharides neutres présents dans ce nolymére, nous avons
cependant pu mettre en évidence, la présence de galactose et de mannose. L'analys
comparative des propriétés viscosimétriques des fractions isoldes du MUCUS 895,

montre que la fraction F;y posséde la viscosité la plus élevée.



™

Lo fraction ['V , lortement relenne sur lan colonne de
Dowex 1x2 et dlude en fin de gradient, est un hétdropolysaccharide dont le taux d'oqes
neutres est de 32,8 p 1C0. Nous avons caractérisé le glucose comme &tant le seul
'monosaccharide neutre. Cette fraction est égslement riche en N-acétylglucosamine et
en acide glycuronique (pourcentage respectif de 11,4 et 11,8 p 100). Mais le phosphore
organique de ce composé, ainsi que le glycérol mis en évidence, nous permettent

d'assimiler cet hétéropolysaccharide aux acides téichoiques isolés de Bacillus. subtilis.

L'indosé, 14,6 p 100, de 1a composition centésimale globale (Tableau ¥ -) peut Btre
éxollque par la présence de nombreux résidus d'acides glucuroniques engagés dans des
1liaisons O-glycosidiques. ’ ‘

L'ensemble de ces résultats nous permet de conclure que
la fractlon FIJ , polysaccharide de composition glucidique complexe et dont la
v1sc031te 1ntr1nseque est la_ nlus éléviée, est le constituant responsable de la visco-

aité des mofite .de fermentation de Bacillus subtilis. Cependant, 1'analyse plus

approfondie de cette substance nécessite une repurification que nous décrivons dans

le chapitre suivant.
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' { Analyse physico~chimigue de la frqctvon PIV

La fraction F de nature nolvsaccharidique, est iseclée

v’
du mucus 895 par chromatographie d'échange d'ions sur colonnc de Dowex 1x2. Cette
substance confére au mucus ses propriétds visqueuses. Cependant, 1'étude du profil
d'élution montre que la fraction FIV est contaminée par les fractions FIII et FV .

il est donc nécessaire de la repurifide avant d'aborder son étude physico-chimique.

d'é hange d'1ons sur

I - Purification de_ %a fractxon F v par_chromat

colonne .de Dowex 1v2

La nature macromolﬁculéire et 1a grande viscosité de la
fraction PIV’ ont limité le choix des procédés de purification. Les meilleurs résultats
ont £té obtenus en rechromategraphiant la fraction FI‘ sur la colonne de Dowex 1x2

selon 1le procedé précédemment décrit A la page 44 .

La fraction FTV' qui est obtenue var le fractionnement du
mucus 895 sur la colomme d'échangeur d'ions, est neuntrslisée, dialysée et concentrée
par dis tlllatlon sous pression rpdulfe 5 1'évaporateur rotatif. La golution est alors

déposée.sur la colonne de Dowex 1x2 oui a été régdnirie. Aprd>s le lavage par 300 ml

d'eau distillée, la colomne est £luée var un gralient en acide chlorhydrique de ¢ A 0,5

L'étude du profil d'élution réalisé par le repérage des glucides et des protdines,
montre gue la fraction FIV est dlude de la colonne pour des molarités en HMC1 comprises
entre 0,1 et 0,12 M. Elle se présente sous la forme d'un pic symétrique bien que trés
étalé (‘Figure 189, Cépendant, cette fraction est nettement séparde de la fraction
glycoprotidique précédente.

‘ La fraction Fpy repurifide, aprés neutalisation de 1'acide

chlorhydrique par la soude 0,0b M, dialysevet enfin lvovohilisation, se présente

sous la forme d'une poudre blanche trés hygroscopique. Ce produit est conservé en
présence‘d’anhydride phosphorique. Lés so;utjons agueuses de la fraction FIV sont
limpides et trés visqueuses. Une solution de la fraction FTV A une concentration de
0,5 p 100 dans de l'eau “distillée, possede un pH de 4,25 ce qui montre le caractére

acide du polysaccharide repurifié.

II - Propriétés physiques de la fraction L

A -_Solubilité

La fraction FIV est soluble dans les solvants aqueux tamponné:

T T
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ou non. Hlle esf totalement jﬁsoluble dang les solvants orgaﬁiques comme 1'éther
éth&lique, 1'acétone, le méthanolcét le téttahydrofurnhe. ¥n milieu alcoolique
froid & pH 5, cette substance floéule. Cependant, il .ne nous a pas été possiblé
d'utiliser cette propriété pour repurifier la fraction Frye Fn effet, les fractions
FIII et FV qgi contaminent la fraction FIV obtenue par un vremier frsctionnement

du mucus 895 sur la colonne de Dowex 1x2, précipitent dans les mémes conditions.
B - Masse moldéculaire

11 ne noué a pas été possible d'établir la masse moléculaire
de la fraction FIV par chromatographie de tamisage moléculaire car les échantillons
analysés possédent une viscosité trop importante : la viscosité intrinséque de 1la
fraction FIV est de 323 ml/g. En effet, sur des gels macrcmoléculaires de type
Sephadex ou‘Biogel,‘cette fraction est éluée des éolonnes sous la forme d'un pic
dissymétrique trés étalé. ‘

Nous avons utilisé 1la teChnique de 1'ultracentrifugation
analytique de CHERVENFA (17 ) pour tenter diapprécier 1a masse moléculaire du poly-
saccharide. Les calculs donnent une valeur de : 1 C50 OCO't 5C¢ CO0 daltons. Ce résultat
permet d'éxpliquer 1és difficultés de filtration rencontrﬁés au cours de la préparation
industrielle de 1'% -amylase et confirme la nature macromoléculaire de 1s substance

polysaccharidique visqueuse présente dans les mofits de fermentation de Bacillus subtili:

IIT - Propriétés chimigues de_la fraction FIV

Nous avons tenté d'établir la composition chimique de 1la
fraction Fyy Qui afété repurifiée par chromatographie d'échange d'ions sur colonne

de Dowex 1x2.
A - Compbsitign‘centésimale

La purification de la fraction FIV est caractérisée par le
fait que le taux de phosphore et de protéine diminuen(Tébleau ¥TT ). La composition
- centésimale en monosaccharides varie peu. Nous remnrquons.cepeﬁdant;que le taux en .
monosaccharides neutres augmente légérement alors que celui des N—aéétylhexosnmines
et des acides uroniques reste inchangé. L'indosé atteint une valeur de 19 p 100. La
difficulté d'obtenir une composition centésimale rigoureuse est due au caractdre
macromoléculaire du polysaccharide étudié et 3 1a résistance decertaines liaisons
o—glycosidiquesL Les wvaleurs de cbmposition centésimale donnédes dans le Tableau

sont donc aporoximatives.




Tableau Xl Ccmposition ‘centésimale de la fraction FIV ‘repurifiée

Fiv. Fo
repurifiee "
Monosaccharides
neutres 24 234
N-acetyl
< 515 515
hexosamines -
Acides :
uroniques 35 35
" Glycérol
phosphate 092 15
Protéines 1 2 22
Total 81,1 82 1
indose 189 179

’

Tableau XINComposition mdlaire glucidique de la fraction Frv repurifiée

Composition
~molaire en .

! |
A uiLei £
S

“\-mw‘ : :

83
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B - Composition molaire glucidique

Les valeurs de la composition molaire glucidique de 1a
fraction Fry repurifiée sont identiques & celles trouvées pour la fraction FIV'
obtenue par un vremier fractionnement du mucus 895. Les monosaccharides en quantité
‘la plus importante sont‘la N-acétylgalactosamine et le galactose. Cette comvosition,
établie par chromatographié en phase gazeuse, nous permet également d'identifier
les monosaccharides libérés par la méthanolyse. C'est ainsi gue nous montrons qu'il
n'existe pas de glucose dans le polysaccharide. Mais les valeurs de la composition
molaire glucidique, résumées dans le TablemJXITJ;sont aporoximatives car la méthanolyse
ne provoque pas la rupture guantitative des liaisons glycosidiques du polysaccharide.
¥n moyenne, le pourcentage de libération des monosaccharides est de 40 p 10C.
Cependant, plusieurs expérimentations réalisédes dans des conditions similaires ont
donné des résultats identiques. Les valeurs que nous dormnons peuvent &tre considérées,
en quelque sorte, comme statistigues et renrésentatives de 1a composition glucidique
du polysaccharide;
» La difficulté d'obtenir ﬁne hydrolyse quantitative des
liaisons O-glycosidiques, en particulier celles dans lesquelles sont engagds les
acides lironiques, nous o conduit A mettre au point vn procédé original de modification

de la structure chimique du polysaccharide dans le but de réaliser un bilan glucidique

‘complet.

C - Mise en évidence de la réduction des acides uroniques

Les liaiscns uronosidyls sont parmis les plus difficiles
a4 rompre par les moyens classigues d'hydrolyse. Seule la réduction de la fonction
carboxylique des acides urcnigues permet d'obtenir des chaines polvsaccharidiques
modifides qui deviennent sensibles % 1'action des agents d'hvdrolyse.

Notre travail a consinter h rendre quanti tative 1la réduction
des acides uroniques et A pouvoir doser les produits rdéduits. La fraction FIV'ne
posséde pas de glucose et le seul acide uronique mis en ¢vidence est l'acide glucuro-
nigue. C'est pouﬁuoi, nous avons mis au point la technique (déerite page 45) qui
permet de rdduire 1'acide glucuronigue en son homolopue ose neutre @ le plucese, Le
polysaccharide réduit devient alors sensible 4 1'action des divers agents chimiques

“oui rompent les linisons glvcosidiques.

1 - Résultats de la réduction de 1'acide glucuronique libre

Pour rendre quantitative la méthode de réduction par le
Borane-Méthyl-Sulfide (BMS),Anous avons choisi de traiter. comme modtle 1l'acide glucuro-

nique.
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Tableau XIV Réduction de 1'acide glucuronique témoin et de l'acide

glucuronidue de la fraction FIV

Pourcentage de la réductien en glucose de :

Cycles. Acide glucuronigque *Acide glucuronique

de réduction . - témoin de la fraction Fi,
Cycle 1 96 , 40,4
Cycle II _ 40,04
Cyele TII | o - 59,24

*Pourcentage de réduction exprimé en fonction du taux d'acide

glucuronique de la- fraction F.,, native

v
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La méthanolyse qui est 1a premiere étape du protocole
mis au point, conduit * 1a formation du dérivé o-méthyl glycosidé de l'acide glucuro-
nique. La fonction carbonyle du carbone 1 est ainsi protdgde et ne peut pas élre
résuite. La réduction provoque la transformation de la fonction carboiylique en une
_fonction alcoolique et nous obtenons le dérivé c-méthyl glycosidé du glucose. Cet
oside est dosé par chromatographie en phase gazeuse (CPG), selon le procédé décrit.
page 41 . ’ ‘

L'analyse des résultats obtenus en CPG, montre que la
réduction de 5,15 micromoles d'acidé glucuronique conduit 4 la formatien de 4,83
micromoles de glucose. Le rendement de 1'opération est de 93,3 p 1C0 aprds un cycle
de réduction. Le dosage des produits par les mdthodes éo]orimétriques de dosage des
oses neutres et des‘acides uroniques (page 40 ), donne un pourcentage de 96 p 100
(Tableau XIV ). o

I'ensemble de ces résultats nous permet de conclure dque la

méthode de réduction de 1l'acide glucuronique est guantitative et cela aprés un seul

~cycle de réduction.

™

L‘L..

2 — Résultats de la réduction de 1'acide glucuronigue de la fraction

Le polysaccharide est dépolvmériss par»une-Méthqnolyse :
les fonctions réductrices des monosaccharides et des oligosaccharides libdrés sont
o-méthyl-glycosidés et ne seront pas réduites par le BMS. les résultats relatifs 3
la réduction de 1l'acide glucuronigue de la fraction FIV’ résumés dans le Tableau XIV
sont. préliminaires et encsore fragmentaires. Le pourcentage de réduction de 1'acide
glucuronicue en glucose a été établi en utilﬁsant les méthodes colorimétriques de
dosage des oses neutres et acides (page 40 ). Les résultats exposés sont Sonction
de la'diminution.du.taux d'acides uroniques au cours des cvecles de réduction.

' Un pfemjer cycie de réduction sboutit A une baisse de 40,4
p 100 du taux d'acides uroniques, ce qui nous a conduit % en'réaliser un second au
cours duguel 14,5 p 100 des acides résiduels sont réduits; le pourcentage de réduction
4 la fin du second cycle est donc de 49,04 p 100. Le troisitme cycle éboutit A un
pourcentage final de réduction de 59,24 p 100. Il semble denc, qu'aprés la réduction
d'environ 40 p 100 des acides uroniques, la réaction atleigne un palier. Nous

annlysons actuellement les produits issus de la rdéduction du polysnccharide et 11

apparait que des hexosamines puissent étre dégraddes au cours de cette réduction.

D ~ Isolement, purification et analyse du 2,44dincﬁtamido—2.4,6—tridéoxy—
glucose :

Les caractéres particuliers du polysaccharide étudié nous

ont amené A recherchér des composés glucidiques inhabituels. SHARON et JEANLOZ ( 84 )
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ont mis en évidence la présence d'un diaminohexose, la bacillosamine, dans un poly-

o v
saccharide synthétisé par Bacillus licheniformis ATCC 9945. Ce sucre n'a été mis en

évidence que dans les polysaccharides de Bacillﬁs licheniformis alors que Bacillus
subtilis synthétiserait la D-fucosamine (SHARCN et al ( 85 )). Nous avons pu caracté-
riser ce composant dans le polysaccharide isclé des molits de fermentation de Bacillus

subtilis souche Rapidase.

1~ Isolement et purification du 2,4-diécétamido-2,4.6-tridéoxvglucose

Nous avons employé les méthodes mises au point par SHARON

et JEANLOZ ( 84 ) pour isoler la bacillosamine~des polysaccharides de Bacillus liche~
niformis ATCC 9945. |

‘ Lthydrolyse sulfurique de 1la fraction FIV conduit A& la
"libération du 2-amino=4-acétamido-2,4,6-tridéoxyglucose. Selon ces auteurs, ce type
d'hydrolyse provoque préférenciellement laAdésacétvlation de la fonction acétamido du
carbone 2. La substance glucidique ainsi 1libéréde posséde une fonction amine non
vacétylée et eat retenue sur la colonne de Dowex 50x8 (25-50 mesh). I'élution de cette
colonne par successivement, de l'eau, de 1'HC1 0,5 , 1 ¢t 2 N nous permet d'isoler
les fractions: F,, FB’ FC! FD. La fraction FA n'a pas 4té 4tudide car elle renferme
de 1'acide sulfurique. La chromatographie sur la colomne de. Dowex 50v8, 200-400 mesh
(GARDELL ( 35 )) de la fraction Fg, montre qu'elle est constituée de glucosamine et
de galactosamine. La fraction FC possede de la glucosamjne et de la galactosamine et
elle est enrichie en diaminohexose. Cet‘ose ne se trouve qu'a 1l'état de trace dans
la fraction FD- ‘
Nous avons chromatographié sur la colcnne de Dowex 50x8,

200-4C0 mesh, et dans des conditions identiques, les fractions FC préparées A partir

des hydrolysats sufuriques des polysaccharides de Bacillus subtilis souche Rapidase,

de Bacillus licheniformis ATCC 9945 et du 2,4-diacitamido~2,4,6-triddoxyglucose (Fig. 10"

Le repérage des fractions par la méthode de dosage des hexosamines (BLSON-MORCAN ( 68 V)
petmet de mettre en évidence trois Tractions : P1 ’ P2 f”Ps; Les fractions P1et P2
correspondent respectivement 4 la glucosamine et & laAgalacﬁosamine; la fraction P3
possede un comportement chromatographique sur papier identique au 2-amino—4-acétamido-

2,4,6-tridéoxyglucose. Ce résultat a été vérifié par électrophorése sur papier.

i 'z . e
Le calcul des RGlcNH? (rapport du. volume d'élution correspon
dant A une substance chromatographide sur 1a colonne de Dowex 50v8, sur le volume
d'élution de la glucosamine) montre que les fractions‘P3 des hvdrolvsats des poly-

saccharides de Bacillus subtilis, de Bacillus licheniformis et du diacétamidohexose,
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sont jdentiques ( Fipure 19).

2 - Caractérisation du peracétyl-2,4-diac’tamido~2,4,6-triddoxvelucitol
deutdéré par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de
masse ' s

» Nous avons peracétylé oauis réduit par le borodeutérure de
sodium le 2-amino-4-acétamido~2,4,6-tridéoxyglucose afin de 1'étudier par chromato-

graphie en phase gazeuse et par spectrométrie de masse.

a) Chromatopraphie en phase gazeuse

Les produits analysés par CPG, ont été préalablement purifids
par chromatographie sur papier comme il a été décrit page 50.
Le peracétyl -2,4-diacdtamido-2,4,6-tridéoxyglucitol deutéré,

i801é du polwsaccharide de Bacillus licheniformis ATCC 9945 donne un pic unique sur

les diagrammes obtenus en CPG sur colonne de silicone OV17 (Figure 2¢ ). Le dérivé

‘glucidique isolé de Bacillus subtilis souche Rapidase donne deux pics. Le pic ayant

le temps de rétention le plus faible correspond exactement i celui obtenu & partir

de 1l'ose synthétisé par Bacillus licheniformis.

b) Analyse par spectrométrie de masse

L'analyse des diaminohexoses a 4té réalisdée par spectrométrie
de masse afin de confirmer qu'ils étaient strictement identiques. La différence :
‘de temps de rétention existant entre les substances identifiédes sur les diagrammes

de CPG du diaminohexose isolé de Bacillus subtilis est suffisante pour pouvoir réaliser

une étude en spectrométrie ide masse.

. L'étude comparative des spectres deo masse (Figure 20) prouve
que les deux substances ont en commun les fragments primaires : fragments m/e 301,
288, 158, 145. Ces fragments résultent de la coupure sélective de la molécule au nivesu
des carbones portant une fonction acétamido (Figure 20 ). Ces fragments primaires
donnent des fragments secoldaires présents dans le spectre des deux produits étudiés
(TableauXV );

Le fragnment primaire m/e 301 donne, par la perte d'une
molécule d'acide acétique, le fragment secondaire n/e 241. Ln perte successive d'acide
ncétique et de céténe aboutit - 1la fornation du fragment m/e 139. Le ffagment primaire
m/e 301 correspond A& la rupture de la liaison entrevlés carbones 1 et 2 de la molécuk .

Ce résultat est confirmé parlla présence d'un fragmeﬁt |

primaire m/e_145 qui donne les fragments secondaires m/e 85 par perte d'acide écétique.
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-Tableau XV Fragments primaifes et secondaires caractéristiques
' des spectres de masse des dérivés peracétylds du’
2,4=diacétamido-2,4,6~triddéoxyglucitol deutéré de
Bacillus licheniformis ATCC 9945 et Bacillus subtilis

3201
o8
Fragments 288
Primaires 158
145
139
a3
Fragments
Secondaires v g5
84

BIIS
ULLE
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Un atome d'azote est donc 1ié sur le.cnrbone‘2 de la molécule..

| La présence d'ﬁn résidu A'azote sur le carbone 4 est con-
firmée par 1'étude du fragment primaire m/e 2688 qui donne le fragment secondaire
m/e 168 par la perte successive de deux molécules d'acide acétique. L'élimination
d'un céténe conduit & la formation du fragment m/e 126 gui donne par le méme méca-
niswe le fragment m/e 84. L'examen des spectres montre que le fragment m/e 288 se
dédouble en m/e 287. Le phénoméne serait di 3 un mauvais échange avec le deutérium,
ce qui expliquerait la pérte de masse de 1 des fragments secondaires obseryés.

La présence du fragment m/e 158 qui donne le fragment
secondaire m/e 98 par 1'élimination d'une moldcule d'acide acétique prouve que
1'atome d'azote est sur le carbono 4. Le fragment m/e 158 ne peut &tre expllque que
par la présence d'un atome lié au carbone 4 et une fonction 6 - désoxy.

L'ensemble de ces résultats confirme la structure proposée
par SHARON et JFANLOZ ( 84 ) du diaminohexose isolé des polysaccharides de Bacillus

licheniformis ATCC 9945 et montre le diéminohexose synthétisé par Bacillus subtilis

souche Rapidase posséde la méme structure chimique.

E - Mise en évidence de la présence dp résidus 4" héxosamjnps non_acétylées
dans la fraction F
- TV

Les hexosamines non acétyldes, traitées par le mélange
nitrite de sodium - acide acétique, sont désaminfes et donnent le 2,4-anhydrohexose

N

correspondant. Si 1'osamine non acétylée est situde » 1'intérieur de la chafne poly-
saccharidique, la réaction se produit avec la rupture de la liaison o-glycosidique
dans laquelle l'hexosamine est engégée;,

' La fraction FIV ainsi traitée, est chromatographiée sur
une colonne d'Ultrogel AcA 34. le profil d'élution (Figure 21) montre que la fraction
Fry désaminée par le mélange nitrite de sodium - acideyacétique/posséde,en effet;
une masse moléculaire inférieure & la fraction Fry native. Nous pouvons donc supposer
oue des résidus d'hexosamines non acétylées sont situés & 1'intérieur de la chatne

polysaccharidique.

IV - Conclusions

Les profils d'élution obtenus au cours de la purification
ar chromatographie d'échange d'ions sur la colonne de Dowex 1 % 2, montre que la
P g g q
fraction FIV est un polysaccharide. La masse moldculaire importante de la fraction

F.., est en accord avec le procédé d'isolement employé pour préparer le mucus 895.

Iv
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La viscositd intrinstque dlevde est 1a preuve que le polysaccharide est reaponsinble

de la viscosité des molls de fermentation de Bacillus subtilis souche Rapidase.

Ces deux propriétés physiques expliquent les problémes rencontrés au cours des
opérations de filtration. ‘

‘ L'étude chimique du polysaccharide montre qu'il posskde
:une composition complexe. Mais, la nature macromoléculaire du polvsaccharide, la
présence de rdsidus d'hexosamines non acétylées‘et d'acide glucuronigue ne nous
permettent pas d'obtenirvune hydrolyse guantitative des liaisons glvcosidiques.
Nous avons cependant réduit 60 p 100 de l'acidekglucuronjqun du polysaccharide et
ces résultats sont en cours d'étude. La composition molaire glucidique qui est
donnée, est fragmentaire et approximative.

| Le carnctére hétérogéne de la composition glueidique est
encore accéntué'partln présence du 2,4-diacétamido-2,4,6-tridéoxyglucose ou
bacillosamine. Ce diacétamidohexose est un constituant des parois de Bacillus
licheniformis ATCC 9945 (SHARON et 2;_(85)) et cet argument est-en faveur de 1l'origine
pariétale de la fraction Frye ‘

L'ensemble de ces résultats nous a permis d'identifier

le composé responsable de la viscosité des molits de fermentation, d'envisager son
origine et de commencer son étude chimique et structurale. I1 nous restait cependant,
4 montrer que le polysaccharide purifié est le substrat de 1'"Ehzyme X". Ces résul-

tats sont exposés dans le chapitre suivant.
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-Hydriolyse enzymatique de

la fraction FIV

Nous avons abordé cette détude pour montrer que la fraction

Fry » responsable de la viscosité des mofits de fermentation de Bacillus subtilisg

souche Rapidase, était le substrat de 1' "Enzvme X". Ce travail a débuté en collabora—
“tion avec DELEBASSEE ( 23 ) par 1'isolement et la nufjfication de 1' "Enzyme X".
L'analyse des produits de la dépolymérisation enzymatique de 1a fraction FIV’ nous

a permisde caractériser 1' "Engzyme X" comme étant une endoglycosidase et plus

particuligrement une endo-N-acétylhexosaminidase.

I - Isolement et purification de 1' "Enzyme %"

L' "Engzyme X" synthétisée par Bacillus subtilis souche

Rapidase est trés instable si elle est conservée sous forme non purifiée. Enfin, pour
des raisons techniques, il est plus intéressant, & 1'échelon industriel, d'utiliser

cette enzyme sous la forme de poudre ¢tomisée.

A - Préparation de la poudre "Enzyme X" atomisde

C'est & partir de ce substrat que nous avons purifié
1"Enzyme X". Le milieu de fermentation total subit dans un premier temps une opération

de floculation qui permet d'éliminer la majorité des cellules. Le surnageant est

£iltré stérilement sur carton C5 et E.K.S. et 1'dluat est atomisée en présence d'un

agent de stabilisation : 1'albumine.

B - Purification de 1'enzyme

Les étapes successives de la purification de 1l'enzyme ont

été décrites dans le chapitre Matériel et Méthodes.

1 - Inhibition des protdases

Les différents essais de conservation de l'enzyme en so-

lution aqueuse, ncus ont conduit & utiliser des inhibiteurs des protéases alcalines
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Tableau XVI Degré dé purification de 1' " Enzyme X !

‘au cours du fractionnement

Depré de purification

Enzyme

atomisée 1
Précipi td -
, 0] . 6
acétonique
Précipité .
sulfate. 12
d ' ammonium
Chromatographie
410

DEAE-Cellulose

BYS
LIt
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et scides. Les solutions d!'"Enzyme X" renferment de 1'EDTA et du PMSF et elles

peuvent ainsi &tre traitées car la perte de 1'activité enzymatique est faible.
2 - Résultats

" Le degré de purification de l'eanme aprés précipitation

acétonique est de 6. La précipitation au sulfate d'ammonium permet de purifier
12 fois 1'enzyme (Tableau XVI).

La chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose du pré-
cipité au sulfate 4'ammonium nous permet d'isoler une frnctioh, é1lude par le
tampen phosphate 120mM, pH 6,7, qui renferme l'activité enzvmatique, (Figure 22 ).
Le degré de purification atteint 410.

Les solutions d'enzyme purifide par cette méthode sont
'active" et peuvent &tre conservées a + 4°C. Cependant, l'onzvmo perd toute act1v1te

1orsqu elle est 1yoph111€ee.

II - Dépolvmérigation enzymatique de la fraction FIV

4

A ~ Mise en évidence de la diminution de la viscosité

Une solution du mucus 895 est rapidement hydrolysés et
la viscosité baisse sensiblement. Notre travail s'est plus particuliérement porté
sur, 1'étude de la baisse.de viscosité de la fraction’FIV. La fraction FIV native
possede une viscpsité intrinstque de 323 ml/g. Aprés une hydrolyse de 24 h & 37° C,
la viscosité intrinséque du polysaccharide est de 93,12 ml/g (Tableau Xvil.

B - Mise en évidence de 1'activité endoglycosidasigue

La chromatogrdohie sur papier des hvdrolysats enzYmatiqueé
de{la fraction FIV ne mettent pas en évidence, la libération de monosacchérides.
Aussi avons-nous cherché 3 caractériser les produits de dégradation de la fraction
FIV,par chromatographle de tamlqage moléculaire, ultracentrifugation analytique et

par la détermination de la masse moléculaire des channnn, po]v%accharldiqueq 11bcres.

1 - Chromatgpraphie de tamisage moldculaire ‘

La fraction FIV est mise A incuber en présence d'enzyme

dans les conditions décrites page 56. L'hydrolysat de la fraction FIV est chroma-

tographié sur une colonne de Biogel P 150 qui a été Stalonnée par la fraction FIV
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Tableau XviiPropriétés physiqueskdes, fractions Fjy native |

- et Fyy dépolymérisée

, | F
Fv v
Native Dépolymerisée
Masse |
moléculaire 1050 000 I 590

BiS
ULE

[ 4 ] 1 323 93,12

en ml/g
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native ot le bleu dextran. Le profil d'élution montre que 1a fraction FTV ent Slude
en méme temps aue le Bleu dextran. Par contre, 1a [raction FIV hydrolysde est

rétardée sur la colonne mais elle conserve un caract®re macromoléculaire (Figure 23 ).

2 = Ultracentrifugation analytique

Les résultats apportés par l'analyse des diagrammes
obtenus par ultracentrifugation analytique confirme ceux obtenus par chromatographie
de tamisage moléculaire. La fraction FIV hydrolysée posséde une masse moléculaire

inférieure &4 celle de la fraction native (Figure 24 ).

3 ~ Détermination de la masse moléculéire de la fraction FIV
hydrolysée )

L'hydrolysé de la fraction F., par 1'"Enzyme X" purifiée,

IV
conduit & la formation d'un polysaccharide de masse moldculaire estimée & 19500
daltons. Ce résultat n'est pas rigoureusement exacte car la colonne d'Ultrogel
AcA 34 utilisée, a été calibrée avec des substances de nature protidique. Nous

possédons, cependant, un ordre de grandeur du polysaccharide formé.

C ~ Mise en évidence de 1'activité endo-N-acdtylhexosaminidasique

L'activité endo-N-acétylhexosaminidasique a été établie
pér la méthode colorimétrique de dosage des N-acétylhexosamines situdes en position
terminale réductrice (REISSIG et al ( 68)). Vous avens suivi 1'apparition des
N-acétylhexosamines en position réductrice en fonction de la baisse de viscosité de
la fraction FIV (Figure 25 ). L'augmeptation des groupements N-acétylhexosamines
réducteurs terminsux est directement en relation avec la baisse de viscosité du
pol?saccharide; Aprés 5 heures 4'hydrolyse, la viscosité du polysaccharide atteint
¥n: palier et nous n'observons plus d'augmentatioh de W-acdtylhexosamines en position

terminale réductrice.

III - Conclusion

L'"Enzyme X" que nous avons .isolée et purifide des molts

de fermentation de Bacillus subtilis souche Rapidase, est active sur la fraction FIV

purifide. Elle df¢polymérise ce polysaccharide et 1iblre deschnfnons de masse moldécu-

v ) f . «Q
laire élevée. Blle est inactive sur les autres fractions du mucus 895. “Yon substrat

LA B i

T T T
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I - fraction'FI native

v

1T - fraction FIVdépolymérisée

BUYS Y
UILLE
- Pigure 24 : Diagrammes des fractions F._ native ot F v ddpolymdrisde

IV 1
“obtenus par ultracentrifugation analytique-
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apéeifique ost‘]n frmction FTV
Le nombre de coupure enzymitique peut &tre dvalué & H0.
L'étude des produits de dégradation nous permet de conclure que cette enzyme est
une endo-N-acétylhexosaminidase. ' '
11 nous reste maintenant A mettre en évidence l'ose-én
posxtlon termlnale réductrice aprcs 1'hydrolyse enzymatique de la fraction FIV
Ce resultat sera ob+enu Jorsque 1'hydrolyse des liaisons glvcosidiques sera réalisde

quantitativement.




105

CONCLUSIONS GENERALES

. A l'origine de mes travaux se situent les deux problémes

technologiques posés par la Société Rapidase de Seclin :

19 - Celui de 1l'identification de la substance visquéUse

qui apparaft parfois dans les molts de fermentations de Bacillus subtilis, souche
Rapidasé, destihéa a4 1l'isolement d'une - amylase et qui provoque le colmatage des
filtres et la perte des préparations ;

2° ~ Celui de l'isolement, de la purification et de 1'iden~
tification devl'"Enzymé X" dont l'absence dans les mofits est responsable de 1'appa-

“rition de la viscosité de ces derniers.

Nous avons sbordé ces deux prohlémes en nous proposant
de réaliser, dans un premier temps, l'isolement et la purification de la substance

visqueuse et dans un second temps, de 1l'utiliser comme substrat spécifique de

1'"Enzyme X".

Les conclusions que nous pouvons tirer de notre étude
sont les suivantes :

19 ~ Dans une premiére phase, nous avoné mis au point,
en coilabofaiion avec. les Laboratoires de la Société Rapidase, un procédé d'ultra-
filtration sur membrane Amicon 50000, qui nous a permis de prépasrer, & partir du
milieu de fermentation brut, une fraction hétérogéne d'un "mucus” qui renferme le
composé visqueux, puisqu'il possédait une viscosité intrinséque élevée et &tait
_ sensible a 1'action de 1'"Enzyme_X", Cette préparation est utilisde & 1'échelon

industriel pour déterminer 1l'activité enzymatique X au cours de la fermentation.
‘ ‘ L'analyse de la composition centésimale du mucus montre
qu'il s'agit d'une substance de nature glucidiqué et protidique, hétérogene, riche
en N—acétYlhekosamines, en acides uroniques et en composés phosphorylés. La mise

en évidence de composés anioniques nous a guidé dans le choix des procédés de frac-

tionnement du mucus destindy h en isoler la substance visqueuse.

29 - Le fractionnement du mucus a été réalisé par chroma-

tographie d'échange d'ions sur colonne de Dowex 1 x 2, A 1l'aide d'un gradient d'acide
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chlorhydrique croissant lindairement de O A 1 M qui fournit 5 fractions bien

caractéristiques.

_ 3% - L'étude de la composition chimique de ces 5 fractions,
‘ é fourni les résultats suivants : les‘fractions FI et FIII sont de nature glyco-
. protidique ; la fraction FII eat protéidique ; les fractions FIV et Fvvsont des
polysaccharides ; la fraction FV, riche en glycérophosphates, renferme des acides

téichoIques.

4° - L'analyse comparative des propriétés viscosimétriques
de chacune de ces fractions, montre gque la fraction FIV posséde la viscosité in-

. trinséque la plus élevée ( En] = 323 ml/g). Blle est donc le support de la viscosité

des milieux de fermentations de Bacillus subtilis souche Rapidase.

59 -~ La fraction F.., a été purifiée par une seconJe chro-

Iv
matographie sur la colonne de Dowex | X 2, avec un gradient d'élution en acide

chlorhydrique plusbétalé : de 0 & 0,5 M. Nous avons ainsi obtenu une fraction homé-

gine.

69 - Cette fraction purifide est constituée par un poly-
saccharide dont la masse moléculaire, déterminde par ultracentrifugation analytique
. est de 1000000 b 50000 daltons. Sa viscosité intrinseque est de 323 ml/g. Il est
constitué de 24 p 100 de monosaccharides neutres, de 51,5 p 100 de N—acétylhexosémines,
de 3,5 p 100 d'acides uroniques, et de 0,92 p 100 de reste phosphoryles. Il persiste

donc un indosé de 19 p 100.

7° - Les monosaccharides neutres ont été identifiés aum
galactose et au mannose, l'acide uronique » 1l'acide glucuronigue et les hexosamines
(dont une partie est sous fbrme non acétylée,)d la N-acétylgalactosamine, & la N-
acétylglucosamine et au 2,4-diacétémido—2,4,6—tridéoxya]ucose (bacillosamine). Ce
dernier sucre n'avait, jusqu'ha présent, été mis en évidence que dans les glucidesvn
8laborés par Bacillus licheniformis ATCC 9945 (SHARON et JRANLOZ (834)). Nous en

avons confirmé la structure chimique par spectrom’trie de masse.

80 - La nature macromoléculaire du polysaccharide susei,
et surtout, la présence d'acides urcniques et d'hexosamines non acétylées nous ont

emp&ché d'hydrolyser quantitativement les liaisons glycosidiques et de déterminer
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avece priéeiasion, 1a compoirition molnire en monosncehariden (du compond el Yo rapports
molsires que nous proposons doivent 8tre conaiddrds comme tria approximatifa et
provisoires : galaétose 5, mannose 1, acide glucuronique 1, N-acétylglucosamine 6,
N-acétylgalactosamine 9, bacillosamine 1. La présence de la bacillosamine nous
fournit un renseignement précieux sur liorigine du polysaccharide visqueux car il a
été démontré que ce glucide est un constituant des nolym’res de paroi chez Bacillus
licheniformis ATCC 9945, Par analogie, nous pouvons donc supposer que notre polysac-
charide est d'origine pariétale et que son apparition dans le milieu de fermentation,
est lide & une lyse bactérienne. Cette hypothése est dtagde par les faits suivants :

v - La viscosité augmente lorsque la fermentation atteint
cinquante heures d'Age, c'est-h-dire que ia culture bactérienne est proche de la
phase de lyse ;

- La fraction F,, que nous avons isolée du mucus renferme

v
des acides téichoyques dont on sait qu'ils sont des constituants des parois de nom-—

breuses bactéries.

90 — L'"Enzyme X" a'pour substrat spécifique le polysac-
charide. Nous 1'avons purifiée par fractionnement sur colonne de DEAE - cellulose
apres p:écipitation par sulfate d'ammonium de la préparation enzymatigue industrielle.

Au cours de cette purification, nous avons observé que
des protéinases étaient responsables de 1'instabilité de 1'"Fnzyme X" en solution.
Leur inhibition par 1'EDTA et par le P.M.S.F. nous a permis d'isoler une enzyme active
et purifide 400 fois. Ce résultat a conduit la Société R,ovidase & préparer une poudre
"Enzyme X", atomisée, stable, qui est utilisde A 1'échelon indﬁstriel pour diminuer

la viscosité des moflits de fermentation.

109 ~ L'activité endoglvcosidasique. de 1'"Enzyme X" a été
démontrée par la mise en évidence de la diminution de 1a masse moléculaire du poly-
saccharide purifié. Nous avons prouvé que l'endogliccsjdése est une endo~Neacédtyl
hexosaminidase en caractérisant les résidus de N—acétylﬁexosamines apparus en position

terminale réductrice.

112 ~ Les problémes que la Socidtd Rapidase neus aviient
soumis : 1l'isolement de la substance responsable de 1n viscosité des molts de fermen-
tation et la caractérisation de. 1'"Enzyme X", sont donc partiellement résolus.

Toutefois, de nombreuses recherches sont encore nécescaires pour ¢tablir la composition

chimique exacte’et la structure du polvsacchsride ainsi que la nature précise de
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1'endo-N-acétylhexosaminidase. D'autre part, 1l'origine paridtale du polysaccharidevA
pourra &tre déterminde par des études en microscopie ¢lectronigue. Enfin nous nous
proposons. de réticuler le polysaccharide dont nous possédons des quantités importantes
et de 1'utiliser comme support d'affinité en vue d'isoler et de purifief industriel-

lement 1'"Enzyme X
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