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I N T R O D U C T I O N  

La Soc ié té  RAPIDASE de S e c l i n  p rodu i t  W l ' é c h e l o n  i n -  

d u s t r i e l  de nombreuses enzymes, p ro téases ,  1 6 c i t h i n a s e s  etc- amylases, p a r  

fermentat ion bactér ienne ou fongique de d i f f h e n t s  milieux de c u l t u r e .  

L' 4 - amylase e s t  obtenue après  ensemencement e t  a p r è s  

fermentat ion par  un mutant de Bac i l lus  s u b t i l i s ,  d 'un mil ieu  e n r i c h i  en malto- 

d e x t r i n e s  de maïs p a r t i e l l e m e n t  hydrolysées.  Au cours  de c e  type de fermentat ion,  

l a  b a c t é r i e  a l a  propr i8 té  de s y n t h é t i s e r  un c o n s t i t u a n t  qui  provoque une aug- 

mentation importante de l a  v i s c o s i t é  du mil ieu .  I l  devient  a l o r s  impossible de 

t r a i t e r  ces  moGts de fermentat ion par  u l t r a f i l t r a t i o n ,  opérat ion n é c e s s a i r e  à 

1 ' isolement  de 1' o( - amylase qui  e s t  excré tée  dans l e  mi l i eu  par l a  b a c t é r i e .  

For tui tement ,  il a é t é  observé que l ' a d d i t i o n  d 'une 

p a r t i e  a l i o u o t e  d 'un mofit de fermentat ion normal à un moût visqueux, Drovoque une 

r a p i d e  diminution de c e t t e  v i s c o s i t é .  Le mil ieu  normal r e n f ~ r m e  un f a c t e u r  q u i  

a l a  p r o p r i é t é  de dépolymériser l e  c o n s t i t u a n t  visaueux. Il a é t é  appelé "Enzyme X I ' .  

Nous avons consacré l ' e s s e n t i e l  de nos t ravaux à l ' i s o -  

lement e t  à l a  c a r a c t é r i s a t i o n  du c o n s t i t u a n t  visqueux e t  à ltenz.yne qui l e  dégrade. 

L ' u l t r a f  i l t r a t i o n  d' un nioÛ t visqueux d e  fe rmenta t ion  nous 

a permis d ' i s o l e r  un e x t r a i t  macromoléculaire visqueux, sens ib le  à 1' a c t i o n  de 

l'"Enzyme X". L 'étude de c e t  e x t r a i t  ou mucus, a n é c e s s i t é  l a  mise au p o i n t  d 'un 

procédé de fractionnement p a r  chromatographi e s u r  échangeurs d ' i o n s  (colonne de 

DOWEX 1 x 2 ) .  Nous i s o l o n s  e t  c a r a c t é r i s p n s  cinq f r a c t i o n s  dont une p r é s e n t e  une 

v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  é levée ,  Son étude physico-chimique montre q u ' i l  s ' a g i t  d'un 

hétéropolysacchari.de de masse moléculaire importante.  

I'ornl l??lanien t e t  e n  col1  nbor:it,i n n  nvec DlSI,GDASSER, rious 

avons p r i f i é  l'enzyme ou "Enzyme X", qui  provoque 1~ diminution de v i s c o s i  ttS des 

mi l i eux  de fermentat ion.  



Nous montrons que l'hét8ropol,ys~cchnride est le substrat 

de cette enzyme. Ce résultat nous a permis d'identifier l'"Enzyme XI' comme étant 

une endo-hexosaminidase . 
Mous ferons préceder l'exposé de nos résultats par la 

présentation du problème de l'augmentation de la viscosité des moûts de fermentation 

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

libres et et sur les endo-glycosidnses synth6tis6es par les bact%ries. 



G E N F R A L I T E S  
* X***X* 



G6n6ral i tés  s u r  l ' a p p a r i t i o n  de l a  v i s c o n i t 6  au cours  
des  fermenta t ions  bac t6 r i ennes  e t  (le . se3  cooiis~?quences 
s u r  l a  product ion de l l o (  - amylase p a r  Rac i l lus  s u b t i l j  :; 

souche Rapidase . 

L'appar i t ion  de l a  v i s c o s i t é  au cours  des  f e rmenta t ions  

r é a l i s é e s  pour l a  production d'o( - amylase d ' o r i g i n e  b:ictXrienne, e s t  un ph6no- 

mène complexe dont l e s  conséquences s u r  l e  p lan  i n d u s t r i e l  e t  commercial s o n t  

importantes .  

Un moût de fermentn t i o n  visqueux e s t  g6nXrôl srnent impos- 

s i b l e  k t r a i t e r  e t  s e u l e ,  l ' n d d i  t i o n  d'une s o l u t i o n  d '  "ISrizyme X",  p r o v o q u ~ ~ n t  l a  

d iminut ion de la  v i s c o s i t 6 ,  permet de résoudre  c e  probl&rnp. 

C ' e s t  RU niveau des d tnpes  (le i ' j l t r ~ t i o n  e t  d ' u l t r n -  
, , 

f i l t r a t i o n  q u i  permettent  d ' i s o l e r  l ' R  - arnylasc! sc?crr! t i ~  dan:; l e  mi l ieu ,  que s e  

p rodu i sen t  l e s  d i f f i c u l t é s .  La b a c t é r i e  syn thCt i se  un compos6 visnueux qu i  colmate 

l e s  f i l t r e s .  Les conséquences en s o n t  : une augmentation do l a  dur6e des op6ra t ions  

de f i l t r n t i o n  e t  l e  rerrip1:icenient dei3 f j  l t r e n  colrri:il,~~:i oii (xricorn uri r l r re t  t o t a l  dr 

l a  production.  

Noua décr ivons  dans c e  chripi t ~ e ,  les cnr : ic t i~res  ,p~ric;railx 

de R a c i l l u s  s u b t i l i s  e t  de  l a  souche Rapidase. Son u t i l i s a t i c n  poux- l a  product ion 

d '  6! - amylase pose l e  problème de 1' 4volut ion de 1;i vi scos i  tc' d e s  rnilieux d e  f e r -  

ment,:ition e t  de l n  m6thotlolot:ie employee pour r t i sour i r~  ce lu i -c i .  La product ion de 

1"'Enzyme X" par  c e t t e  niême souche bactérienrie e s t  un ph(:riornbri~ n l é n t o i r e  e t  nous 

d é c r i r o n s  l e s  cond i t ions  dans l e s q u e l l e s  c e t  t e  enz.yme e s t  syn thd t i sée .  

1 - Carac tè res  - - -- - - - - - - - génCraux - - -- - - - - - - de - R a c i l l u s  s u b t i l i s  - e t  - - -. -. de - - - l a  - - - souche -. - - - - Rapidase - - - - - - - - - -. - - - - - .- - - - - - - . . - -- - - -. - . .- - -. . - - - - .- - - - - .- - - - - -. .- . - .- - - - .. - - - -. . - -. - -- - - - - - - - - - - 

I l  e x i s t e  de nombreuses vari , : t&s de Baci l  l u s  s u b t i l i s .  

C e t t e  b ~ c t 6 r i . e  e s t  commun6men t u t i l i s d e  dariç l e s  j ndus t r i  e s  rle fermentntion pour 

la  product ion d'enzymes. 

A - Caractères  ~ 6 n 6 r n u x  de R a c i l l u s  s u b t i l i s  

Bnci l lua  si ibt i  lis e s t  unc bac t6l.i e spori l l4e,  donnant une 

c o l o r a t i o n  Gram p o s i t i v e .  E l l e  s e  p r é s e n t e  gGn6ralement sous forme de bâ tonne t s  de  

0 , 7 , b  0.8 microns de diamètre e t  d'une longueur qu i  peut a t t e i n d r e  3 microns. 



Cul t ivé  s u r  un mi l i eu  r i c h e  en  substances  carbonées,  l e  b a c i l l e  peut  donner des 

co lon ies  f i lamenteuses .  Ce type de b a c t é r i e  possède des c i l s  p é r i t r i c h e s  e t  e s t  

gknéralement non encapsule. E l l e  e s t  commune dans l e s  s o l s  e t  dans l e s  m a t i è r e s  

organiques en  décomposition. 

B - Carac tè res  génhraux de Bac i l lus  s u b t i l i s  souche Rapidase. 

La souche de Bac i l lus  s u b t i l i s  u t i l i s é e  p a r  l a  S o c i é t é  

Rapidase e s t  apparenthe au genre a m y l ~ l i ~ u e f a c i e n s  pa r  c e r t a i n s  c a r a c t è r e s  micro- 

b iologiques .  Sa morphologie e s t  v a r j i b l e  su ivan t  l e  mi l i eu  de c u l t u r e  u t i l i d  : 

c e t t e  souche, ensemencde s u r  l e  mi l i eu  d e s t i n é  l a  production de 1' "Enzyme XI', 

pr4sente  un épaiss issement  des enveloppes c e l l u l n i r ~ s .  

LA souche fermente sans  KAZ : 1' nrabinose,  l e  g lucose ,  

l e  xylose  e t  l e  l a c t o s e .  E l l e  e s t  acétoPne p o s i t i v e  e t  n'emploie pas l e  c i t r a t e  

comme source  de carbone. C 'es t  une b a c t é r i e  aé rob ie  s t r i c t e .  E l l e  l i q u é f i e  l 'amidon 

e t  l a  g é l a t i n e ,  ln cn::6irie e u t  hy(lroly:;6e. Sur. u n  m i  1 j cil ~ n r j  chi en mrtl.todc?x f.rl  PR 

de maïs, la  s-ynthèse de 1' d- amylase e s t  favosi!iee. 

11 - Probuct%on-bl"c~--mxia~e ----Y----------------- 

A - Milieu de c u l t u r e  

Le mil ieu  s u r  l eque l  e s t  ensemencé l e  b a c i l l e  e s t  composé 

de mal todextr ines  de maïs par t i e l l ement  hydrolyskes e t  e s t  complémenté p a r  des 

s e l s  minéraux : PO:- e t  NaCB. Au cours de l a  fermentat ion,  de l 'amidon e s t  

a j o u t é  pour compenser l 'appauvrissement du mi l i eu  e t  pour i n d u i r e  l a  syn thèse  de 
3 l'd. - amylase. Les c u l t u r e s  çont r6a l i sBes  dans des fermenteurs de 60 m . Le m e -  

tabolisme b a c t e r i e n  provoque 1' a c i d i f i c a  t i o n  du mil ieu  ; des c o r r e c t i o n s  de  pH 

s o n t  e f f e c t u é e s  p a r  l ' a d d i t i o n  d'ammoniaque. La température de fe rmenta t ion  e s t  de 

37OC e t  l ' a é r a t i o n  du mi l i eu  e s t  constante .  C'est une f e r m e n t a t i o n  de type d i s -  

cont inu dont  la durde moyenne e s t  d e  90 heures.  

B - Modifications d e  l n  vj s c o s i  t k  du m i  l i e u  d e  fermentntion 

Ln d e n s i t é  du mil ieu  de fermentat ion e s t  vnr iab le  c a r  il 

e s t  n é c e s s a i r e  d ' a j o u t e r  de l 'amidon de maïs pour p a l i e r  i l ' é p u i s ~ m e n t  du mil ieu  

par  l a  b a c t é r i e .  



Viscosité 
en Cp 

Durée de 
fermentation 
en  heures 

Figure -1 Evolution de la viscosité du milieu de fermentation 

de Bacillus subtiliç (souche Rapidase) - 



L'étude de l a  fermentat ion au cours du temps, montre que 

l a  d e n s i t é  e t  l a  v i s c o s i t é  du mil ieu  évoluent progressivement. Vers 45 heures  de 

fermentat ion,  l a  v i s c o s i t é  du mil ieu  augmente a l o r s  s e n s i b l ~ m e n t  pour a t t e i n d r e  

après  60 heures ,  30 k 35 c e n t i p o i s e s  ( f i g u r e  1 ). Le mil ieu dev ien t  a l o r s  impossible 

21 t r a i t e r  pour i s o l e r  l 'd - amylase. 

Pour pouvoir i s o l e r  c e t t e  enzyme, l a  v i s c o s i t é  moyenne du 

mi l i eu  d o i t  s e  s i t u e r  e n t r e  5 e t  10 cen t ipo i ses .  

Deux méthodes son t  u t i l i s é e s  pa r  l a  S o c i é t é  Rapidase pour 

diminuer l a  v i s c o s i t é  des moûts de fermentat ion.  E l l e s  c o n s i s t e n t  en  l ' a d d i t i o n  

au moQt visqueux : 

- d'une p a r t i e  a l i q u o t e  tl'une fermentat ion "Enzyme X" 

prftparée e n  même temps que l a  fermentat ion 'IN- amylase". 

- d''Enzyme X" soue forme de poudre atomisée. 

III - Production d l " E n p e  X" ------------ 

1 La production d'"Enzyme X" a 6 t é  pa r t i cu l ig rement  d tud iée  

c a r  c e t t e  enzyme e s t  n k e s s a i r e  au t ra i t ement  des productions d'aC - amylase. 

A - Milieu de c u l t u r e  

11 s ' a g i t  du mil ieu  de c u l t u r e  d ~ s t i n 6 e  2 l a  product ioh 

de p r o t é a s e s  à p a r t i r  de l a  meme souche de Bac i l lus  s u b t i l i s .  

Ce mil ieu s e  compose d'amidon de maïs e t  l a  source d ' a z o t e  

e s t  l e  "corn-steep": 11 e s t  complémenté en  s e l s  mineraux. 
3 Le volume des fermenteurs e s t  de 5,6 m e t  l e  volume f i n a l  

3 du moQt de fermentat ion a t t e i n t  3 m . 

B - Conditions de s e c r é t i o n  de 1'"Enz.yme X" par B a c i l l u s  s u b t i l i s  

L' a p p a r i t i o n  de 1 "'Enz,yme X" se f a i t  pendnn t l a  phase 

e x p o n e n t i e l l e  de c ro i s sance  nprès 10 à 15 heures  d e  fermentat ion.  Cet te  a p p a r i t i o n  

e s t  un phRnomène fugace,  en e f f e t ,  aprks  environ 15 heures d e  c u l t u r e ,  l a  f o r c e  

d'enzyme commence B djniinupr e t  d i s p a r a î t  vcr:: 25 heures  de f e r m e n t ~ t i o n  ( ~ i g u r q e 2  ). 

Selon l ' é v o l u t i o n  du pH du mil ieu  de c u l t u r e ,  on peut  

d é f i n i r  c u a t r e  types g6néraux de fermentation.  



Activ i té 
enzymatique 
(unités arbitraires ) 

Figure 2 Production de I ' " ~ n z ~ r n e  X en fonction 

du temps de fermentation 



1 - Type 1 

La Figure 3 montre 1 ' appar i t ion  de l ' a c t i v i  tk  "Enzyme X" 

en  fonction des var ia t ions  de pH au cours du temps. 

LP pH s e  maintient vers 6,5 - 6,7 pendant 5 heures pu i s  

descend naturellement vers  6,20 - 6,30 lorsque l a  fermentation a t t e i n t  6 à 7 heures 

d'âge. Entre 8 e t  10 heures, l e  pH remonte vers  6,5 - 6,7. Nous ass i s tons  ensui te  

à une chute du pH du milieu : l e s  valeurs  du pH sont en t r e  6 ,3  e t  6 ,5  e t  r e s t e n t  

constantes de 10 à 12 heures. 

L 'appari t ion de 1' "Enz,yme X" se  f a i t  l o r s  de l a  deuxième 

diminution de pH e t  l a  secré t ion  e s t  maximale au cours de l a  phase de s t ab i l i s a t ion .  

2 - Type II 

Les premières phases du p r o f i l  d 'dvolution du pH sont  iden- 

t i ques  au type précédent. Seule,  l a  phase de s t a b i l i s a t i o n  du pH aprks 8 heures de 

cu l tu re ,  ne s e  deroule pas e t  l e  pH ne cesse de dkcroî t re .  Ce type d 'évolut ion ne 

donne pas l i e u  à l a  production d'  "Enz.yme X". 

3 - Tme III 

Ce,type:eat identique au type II. La chute f i n a l e  de pH 

e s t  corr igée par  1' addi t ion d ' ammoniaque jusqu' à ce qu' il atteigrie des va leurs  

comprises en t r e  6,3 e t  6,4. Le pH se  maintient a l o r s  naturellement e t  l ' a c t i v i t é  

"Enzyme X" apparaî t .  

4 - m e  I V  

Les correct ions de pH sont inac t ives .  La bac tér ie  e s t  in-  

capable de maintenir l e  p9 du milieu à une cer ta ine  valeur  e t  l a  production d'"Enzyme 

X" ne s ' e f f ec tue  pas. 

IV - Conclusions -------- -- - - - - - - - - 

L ' b  tude de3 fermentn t ions  " b( - iiiiiylrtoc bric tc:ricnnet' e t  

"Enzyme X" soulève deux probl&mes ma,jeurs qui sont l 'nppnr i t ion  de l a  substance 

responsable de l a  v iscos i té  e t  l a  production de l'enzyme qui diminue c e t t e  v i scos i té .  

L1ident i f ica t ion  da l a  substnnce visqueuse permet t r s  d 'ex- 

p l iquer  S R  D ~ ~ R ~ ~ I C P  dnr is  7 ~ r i  r r i i  l i c i i x  (le fcrrncnt,.~ t,ion 4 - riiny1:inc c t  d c  t.c.nl.rr de 

connnf t r e  les condi I ion:; rxnc ~;P:I dr! 3n prorluc t ion pair. 1 :i h:ic tc:rj e. L t 6  tiltle (le S R  

s t r u c t u r e  nous r e n s e i a n ~ r a  s u r  l e  mode dl ac t ion  e t  siIr l a  nature de 1'"Enzyne X". 

' Ces deux problèmes sont é t r o i  ternent l i é s ,  c ' e s t  pourquoi 

il é t a i t  nécessaire  de l e s  t r a i t e r  parallèlement. 





Los d i f f 4 r e n t e o  enveloppes b r i c t t c r i e n n ~ ç  on t  une impor- 

t ance  consirl6rable pour c ~ i l x  qui u t i l i s e n t  l e s  niicroorpnriisrn~s h des f i n s  d e  f e r -  

menta t ions  i n d u s t r i e l l e s .  En e f f e t ,  t o u t e s  a l t6 r i i  tionr; rln 1 a s t ruct in-e  de c e s  en- 

velopper, provoquent d e s  motlificrttions des pronric:i(::: hinlorriqiins de l e  b a c t é r i ? .  

Cel les-c j  peuvent 6 t r e  d&lib&r&ment provoqur:es noilr indi l i re  la  sjrnthhse prr<f&ren- 

t i e l l e  de c e r t a i n s  compos6s Glnborfs p a r  l e  rnicroorn:lxii~~ric. ibis e l l e s  p e u v ~ n t  e t r e  

p:lrfoi :: f o r t u i  t ~ s  c t  1 ~ 2  d<:r:.i~r.intn,yr?s occusi onnc:s :-(,rit :il o r s  i7r~:judi c i  :ihlnr,. 

L'Btude des  cons t i t i inn t s  i jcs erivelopoez bact4r iennes  a 

p r i s ,  depuis  longtemps, une ex  tenoi on conoi d & r . ? 5 l n  c - i r  1q:: rr':;ill t n t s  ohteniis, 

permet tent  d 'une  p a r t ,  d ' exp l iquer  c e i t a i r i s  phririorri;nFs h i o l o p i q u ~ s  e t  ( I ' A U ~ I - F ~  p,il-t, 

s o n t  d'une u t i l i t é  appr6c iah le  pour l a  taxorioniie b î c t e r j e n n e .  

En c e  qui concerne l e s  c o n s t j  t u a n t s  membranaires d e  

B ï c i l l u s  s u b t i l i s ,  rious a l l o n s  r.&sumer. nos co~iilrri,.::~:iric(.:; ~ict,iiclle:; ?i propos (le l a  

s t r u c t u r e  e t  du r ô l e  : 

- du peptidoglvcane 

- des  nci de:; t6j:choYqu~s ~t t;ïcliilr.oni yiir+s 

- des  d i v e r s  ~o1v:;accIi:iri d e  h:ic %;riens. 

A l:t ::iii tc d c u  tr,iv;iux C ~ P  CTJTS3:TiTS et. ITAT1RTS ( 1  O)  , i 1 p s t  

4 t r r b l i  que l e s  ~ a r o i s  des  b;rctz:ries ,?r,m-positives se con?one.?nt tou tns  d 'un pol.vrn*re 

cono t i  tu4 de R-qcb tyl-671 uconamirie, tl ' cicide minr : i in i  ~ i i c  (7  - C - 1) c ~ i r l ~ o x y ~ ~ t ~ h y l , ~ l i ~ c o -  

samj ne) c t  d ~ s  a c i d e s  n~1ini.s s u i v a n t s  : al nrii no, :icj rlc: y1111 nnij qiie, l y s i n e  ~t ï c j  de 

rlj minopimél ique  (D.A.?. ) . 
Ce pol,yrnPre n i:t4 iiripropr<~rn~n t :ipn~Ic: rni~rc'j riP, r!iucopt?ptide, 

moi g dr:i ni1 t ~ i i r : ;  ccirtirri~ ::TIEIRIIN r . t  J':ANJIOr? (1?/1) , prac'l.:~rr.rit liii clorinc r- !(> noin r 1 ~  : 

gl gcosaminopeptj de. 

Ch(.:: hic i  1111:; niibti l i s ,  Tt. ~ i ~ p t i c i o ~ y l y c s n e  c n t  fnrrric; de 

t r o i s  p a r t i e s  ( ~ i m r e  4 )  : 



1 - Un- riol.y::;lcch:tridc corii; t i  Lu6 de I n  r.f:r)~' L i  t.i on di] dirnb r~e : 

~-ac4t~l-1>-~1ucouarnine-(J -( 1-4) -nci rie Il-nci' ty 1-iiiiiriimiqut:. I,ri l i i i i  :ion an trr cl,:ioue 

u n i t é  de r é p 4 t i t i o n  e s t  du type p (1  - 4 ) .  

2 - Chaque rés idu  d ' a c i d e  muramique e s t  s u b s t i t u 6  p a r  un pep t ide  

dont l a  composition en  cid des aminCs e s t  : L-alanine, L-lysine,  acirie g lutnnique 

e t  l ' a c i d e  diaminopjmélique (HUGI~SS e t  & (45)). Za l i a i s o n  e n t r e  l e  r é s i d u  de 

L-alanine e t  l e  groupement carboxyle de l ' a c i d e  muramique de l a  chaîne  polyçaccha- 

r i à i q u e  e s t  du type amide. 

3 - Un pont in terpept ic i ique composii, chez B a c i l l u s  s u b t i l i s ,  de 

qua t re  à cinq r é s i d u s  de D-alanine, j o i n t  l e s  pep t jdes  nrécsdemment d F c r i t s  pour 

confé re r  au peptidoglycane une s t r u c t u r e  r d t i c u l d e .  GAn6rnlement, l a  l i a i s o n  i n t r n  

ou i n t e r c a t é n a i r e  s e  f a i t  e n t r e  un r4s idu  de D-al an in^ e t  l ' a c i d e  diaminopim6lique. 

KF"ILI,MEN e t  ROGEXS ( 5 ~ )  on t  détermine l a  longus i~r  moyenne 

du chaînon d i sacchar i  dique : N-acé tylgucosarnine-cici de N-scétylmurmique. E l l e  e s t  

de 1 ,O3 nm. En 1973, WARD ( 09) a c a l c u l 6  l a  grqndeur moyqnne d'une chaîne de pop- 

t idoglycane : 100 à 200 nrn ; il y a u r a i t  donc 95 ii 195 uni t i l s  disncchorj  d iques  par  

chaîne .  

En conclusion,  1' a s s o c i a t i o n  de c e s  d i f f é r e n t s  coinposants 

confère  une s t r u c t u r e  r é t i c u l é e  t r id imens ionne l le .  La condensation du pep t ide  e t  de 

l a  p a r t i e  glycannique du peptidoglycane donne b l a  paroi bact6r ienne s e s  c a r a c t è r e s  

d '  i n s o l u b i l i t é ,  de r i g i d i  t 6 ,  e t  de r é s i s  tance aux t r a i  t c x e n t s  mécaniques. L a  rup ture  

d 'une l i a i s o n  glycosidique ou pep t id iaue  provoque 10 s o l u b i l i s a t i o n  de l ' é d i f i c e  

rnaEromolF"cu1aire (GHITYSEN e t  ( 36)). 11 e s t  5 n o t e r  qu' auciin de c e s  a u t e u r s  n ' a  

m i s  en  &ridence un c a r a c t è r e  p a r t i c u l i e r  de v i s c o s i t é  de c e s  c o n s t i t u a n t s ,  

Nais l a  s t r u c t u r e  de l n  paro i  b;ict<:rierine e s t  complexe c a r  

de nombreux a u t r e s  p o l g m è r ~ s ,  en p ~ r t i c u l i e r  l e s  nci  des t A i  choïques e t  tAichuroniques,  

s o n t  a s s o c i é s  à c e t t e  s t r u c t u r e .  

11 - Les a c i d e s  t4 ichozggei  -------------- - 

A - D é f i n i t i o n  

Le nom d'cicirles t6ic:hoïq1ier; n dorinr: 'i un groupe de 

polymères contennnt du phosphore, isolc! d e s  p a r o i s  c t  des c n n s t i t u n n t s  c e l l u l a i r e s  

d e s  b a c t é r i e s  Gram-posi t i v e s .  
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Figure: 4 Structure du peptidoglycane de 

Bacillus subtilis et spécifité d'action de : 

1, lysozyme 
2- endo~N~acétylglucosaminidase 

. 3- endo- N.acétylmuramyl.L.alanine amidase "-.. 



G6n6ralenient, l e s  ncitles t.6ichoïqiies son t  subst i t i~ / . : ;  r)sr der, r6s jdus  riloi;es ou e s t e r j -  

f i é s  pa r  de l n  D - 81-mine. 

Chez l e s  bcic t 4 r i c o  gram-posi ti ver;, l e s  ac ides  t f i ichoïques  

r e p r é s e n t e n t  jusqil l& 60 p  106 du ooids s e c  des  p:arois (LRFs-L'H(;I~G e t  & (7)) .  

AZCHIBALD e t  & (5) dist ir ir .uent  rieux typ~3s d ' a c i d e s  

t é i cho ïques  : 

- l e s  a c i d e s  t ~ 5 i c h o ï q u e : ~  pnric: tairx cons.tittlés s o i t  de 

r i b i t o l ,  s o i t  de g lyce ro l .  

- l e s  a c i d e s  t é i cho ïques  " i n  t r n c e l l u l a i r e s " ,  l o ~ ~ l i s t : ~  

e n t r e  l a  T J R T O ~  e t  I n  mr:nbr:irie du p ro top las te .  Ce :.oril, i:r'~~<~r:iIc~t[ierit ( ~ P S  pol,ytn?lr~r 

de glucosyl-glyc4rol-~~ho~phate .  

S ' i l  convient ,  s e l o n  3ADDILW ( B ) ,  de d i s t i n g u e r  l e s  a c i d e s  

t é i cho ïques  des  polyinères contenant  des s u c r e s  1-uhosph-ttq, on peu t  c l s s s e r  riras ce  

groupe,  l e s  a c i d e s  l.ipot& choïques des  b n c t i r j  c:; pain- n(3 r - i ? j  vesr6:;ultant  d~ 1 'a::xo- 

c i a t i o n  d ' a c i d e s  tc:ichoi'qi~c>:: avcc des l i p i  des e t  po:::;i:d:int 1 PZ rn,$ries propri  c:t&r, 

b io logiques .  

Le!: ,?cides t 6 i c h o ï ~ u e s  i::ole::; (le !??cillu:; : ; i rb t i l i s  nlr 

ARMSTRONG e t  ( 7 ) ,  :;ont de type r i b i  t o l .  P:ir c o r i t r ~ ,  lin(. a u t r e  s o i i c h ~ ,  TTCTC 361C', 

d 4 c r i t e  par  BTJRCTR e t  GLASER ( 1 3 \ ,  ne renfernie qile d r r  ac idpu  glycr'rol-tbichoïc!ur?:;. 

B - I so l~ i i i en t  (le:: nci des t6 icho ïauer  (!P l h c i  l l u s  ~ : u l ) t i l i  s 

D::s lC?SC, ARi1BTWOi:C -t ! 7 ) ,  i ~ o l e n t ;  des a c i d e s  t6ichoi'aue: 

cons t i tuBs  de r i b i t o l ,  rie g lucose  e t  de D - a l s n j n i  en t r s i t a n t  l ~ s  p a r o i s  ds 

B a c i l l u s  s u i ~ t i l i s  p a r  l ' a c i d e  tr ichloroac:5tique f r o i d  :i Urie concen t ra t i cn  (le l G  p  1CC. 

Les comr)osi:; ohtrnil:; :#or1 t  301 ii1)l Y: ?:in!3 J ' ea11 P 1, p?'r'ci r)j - 
t a b l e s  p:.ir l1 c: thano l  ou 1 acc? tone ( \~IJCI(~CV ( 102)).  Ili, prr'srri t e n t  ri1 o r s  soii:; forme 

de poudre blanche. 

ARCHI3ALD e t  BADDILRY (6) o n t  e x t r a i t  des  a c i d e s  t&i choïques 

e n  t r a i t a n t  l e s  p a r o i s  bac t6 r innnes  p a r  t i ~ s  soluti .ons nqiieilses de phdnylliydrnzine ? 

pH 7.  Ils ob t i ennen t  des polymères i n t a c t s  p i ~ j  oqile l e s  1.i a i sons  ptiosphodiesters '  e t  

g lycos id iques  ne s o n t  pas dégradées p a r  c e t  ageri t chimiciilp. 

a) Acides r i b i  to l - t4 ichoïaues  

La f i g u r e  5 donne urie r e p r 6 s e n t a t i o n  sch(<inatiaiie des  



Figure: 5 Structure des acides ribitol- téichoiques trouvés 

dans la paroi de Bacillus subtilis 



ac ides  t6 icho ïquss  :i r i b i  t,ol i::ol4 d e  l a  p a r 0 3  (le R::cillus s u b t i l i s  nar AR;T,STRCITG 

P t  & (7). 

Les r é s u l t a t s  de 1 'ox~r( ls t ion ptIrj odique de ce polymère, 

india i lent  que l e  groupement hydroxyle en 4 du r i h i t o l ,  p s t  s'ibstitiiF: par  un ras id i i  

de glilcose. Les é tudes  enz;~rn3tique.c; montrent oile Ir, 1 i l S  s c ~ n  o-glvcosi diaile e s t  du 

tyne II, . 
J J ~  r6s idu  de D - nlnn ine  est; s ~ s o c j d  k c e  polymère pa r  

une l i a i s o n  e s t e r ,  l a b i l e  en  r n i l i ~ i ~  : i lca l in .  

GcfnGralement s i t u 4  e n t r ~  1s p î r o j  e t  1s membrane cvto- 

plasmique, c e  tyue tle p o l . i è r e  a & t é  é t u d i é  chez t i j  " f é r e n t ~ s  souches de B a c i l l u s .  

La  f i g u r e  6 resume l e s  d ive r ses  s t r u c t u r é s  é t n b l i e s .  

ITAiQiDli e t  (39), en  1971, on t  i s o l 6  de S a c i l l u s  s u b t i l i s  

var .  am:floliqu6facien..;, up  polymère compos6 de o( - D - a l u c o s e  e t  dont l a  f o n c t i o n  

hydroxyle du carbone 3 du g l y c é r o l  e s t  eng,ci& dans 1 s l i l i s o n  phosr>Iiodiester. 

L:i uoilclie de T3ricillii:; [iiii) 1.i l i  :: vcir.. nip-er, i'tildic;c? ps r  

de BOER e t  (21 ) , s y n t h é t i s e  des  ac ides  t é i  choi'quen po:;:;r5rl:int des r6s idnu de 

b( - D - glucose  mais fiont l a  l i a i s o n  phosphodiester  s e  f a i t  avec l ' hydroxy le  du car-  

bone 2 d i i  g l y c e r o l .  

Un ac ide  t6 ichoîque dcn t  le:. rt::;idur; de glucose o n t  l a  

c o n f i g u r a t i o n  p , a 4 t é  i s o l h  de Bac i l lus  :;ti~arotiirrrno~iiiilu:: p a r  AFIDEnSCIl e t  

ARCKIBALD (3). 

L a  n a t u r e  des  m4thodes e~nployc:er pour e x t r a i r e  les  

a c i d e s  tb icho ïques ,  silpciire qile ceux-ci s o i e n t  l i 4 u  d c  rnsnière covalente  au 

peptidoglycane.  YOUKG e t  $l.- ( 1 ~ 5 )  montrent au? 1 'extr6mi t.6 pf îosnha t~  t e rmina le  

d e s  a c i d e s  t é i c h o ï q i ~ o s  e s t  irnp1iquc:c dans  c e t t e  1 i n i  nori. 

AHCI-ITRALD e t  RADUILRY (6 )  prouvent qilc c e t t e  1i: i ison 

e s t  s t n b l e  lorsqii 'on trqi t c  l e s  pnro i s  prir l n  ph(:nvlhyclr-mine A pT7 neutre .  

CAS a u t e u r s  p ~ n s e n  t que 1 P croill>ernerit pl1or,1)hnt,e i.crrli 11~11 o s t  rn{;n~d t3ans unî l  isi son  

de  type phosphodjes ter  avec l e  r 6 s i d u  l?I12 de l a  &:lucos,unine ou de l ' a c i d e  rni1r.a- 

mique, e n  p o s i t i o n  terminale  rBduc t r i ce  dans l e  p c p t i d o ~ l v c a n e .  
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Figure : 6 Structure des acides glycérol-téicho'iques 
trouves dans différentes souches de 

Bacillus 



Rri 1972, PîA14CK r. t GIJA:;Tc:R ( 64 )  ont, rori f i  rrril: ( I I IO  1 P : ;  

  ci des t~:i choïaueo de Rrci 1111s s u b t i l i s  var .  n i g e r  :;orit li  i':; de inanik-e cov:il en te  

RU peptidoglyc:)n- pri vo ie  de s,vnth&::e. Ce type. de l i a ino i l  sr? ~'eI.rouve chez 1I:icillus 

hicheniforrnis (WYU e t  WARD (164)) .  

La l i a i s o n  ac ides  t ~ i c h o ï i l i i e s  - peptidoglycnne corifère 

h l a  paro i  s e s  propriGt4s physiologiques : r ô l e  (le u ro tcc t ion  e t  de c o n t r ô l e  de l a  

perméabj li t é  qux ions.  

Ln nr4sence d 'ncirles tl<i choïqul.:: l i  6:s n u  pppti doplvc7ne 

permet,  se lon  LEJ~TRIB'I' e t  (56) ,  de r w i n t e n i r  :III n iv~:i i l  (le l n  3urf:ice c e l l i ~ l a i r e ,  

un environnement ionique en c a t i o n s  d i v a l e n t s  c~u i  s o n t  ni 'cessaireo ail fonctiorinement 

des  enzymes d e  l a  nnroi c t  tip l n  ni~mhrrtn~ cvt,onl:iisjque. , 

Si les proprit<tc':: ::1;1*ol ot:i (iii<.:; rlcs  ci OP:; tnichoïqiic:- 

i n t r a c e l l u l a i r e s  de (1iîft;rentos souches de s t r c p t o c o n ~ ~ c s  f ' i i i . ~ i i t  tr;~:; t ô t  r:tiiciii.~s 

(WICICF:N e t  RkDDIL'EY (101 ) ) , c s  s o n t  19s t r û v - 7 ~ ~  d e  DATIIC;CIJ e t  & (20)  qui o n t  rnontr6 

que l e s  proprif:ti;s immunologiqit~s e t  chimiqii~:; den ricide:. t~;jchoi'ciuer de l n  177roi 

peuvent 6 t r e  uti1ist :es :i l a  c a r a c t 6 r i s a t i o n  dp3 i l i  VF>~:;PS R O I I C ~ ~ S  ( i ~  : i t , i i ~ 1 1 ~ 1 0 ~ 0 ( 1 ~ ~ ~ .  

Aucun des autrsi~rs prgc :(i~iiiriien t. ci t~::. nc rri~ttsnt ,  et1 v:>leur, 

iIn c a r n c t è r e  p a r t i c u l i e r  de v i s c o s j  té  de  c e s  I r  r:?rj;t:iux. 

A - Les acijieo tRichuroniques 

Lorsque l a  b a c t é r i e  c r o ? t  s u r  un nu l ieu  carencf: er: i o n s  

phosphates,  l a  compositi 011 chimiuue de l a  naroi  :;uhi t de profontles modif icat ions .  

En 1961, JAYCZLXA e t  (49) on t  i s o l é  de Bac i l lus  s u b t i l i s  

ensemencé s u r  un t e l  miliei i ,  un nolysacch3ri de co-?porf: (le +r:il,ic to::nmi 7 1  e t  (1' r c i  (le 

glucuronique dans l e s  ra~por t : :  rnol~iires : 1 : 1 .  Les nu t f i i~ r s  o n t  a p ~ o l F :  c e  polgin;>r~ 

a c i d e  tbichuronique par  ana log ie  sux ncjdes  t< icho ïnues  q u ' i l s  remplacent dans l a  

paro i .  Les a c i d e s  t6 jchuroniques  son t  obtcnus en t r a i t e r i t  l e s  p a r o i s  boctcS~ienner 

p a r  l ' nc i i l e  tr ichloroncr:  t i q u e  chnitd. 

Ln s t r u c t u r e  d e  ce  cornr)on& n 6 tc: t!t,aI~li P p a r  IflJGFi??T; ~ . t  

THURILAlYS (46) : il e s t  forni4 tle l a  r 6 p b t i t i o n  di1 dimèrc : ac ide  glucuronique 

-( 1-3) - N - ~ C ( ;  t y l  - p 7 1 q 1 ~  l,o:::~rri ne. C ~ I ~ I ~ I I C  u n i  tlC (le ~(:pa: t.i Li  TI t lj ( ;P :I 1 R p ~ * ( ~ c ~ ~ ( l ~ r i t , ~  

p r i r  I I ~ ( ?  1 i:ij :$on  ( I P  I,,ypr! : 4 1-4 ( f i , r ~ i r * v  '7 \ . 1 ~ 1 1  \,III;~~Y~ (1 i f'f'?'r,x 1 ' i , ~  i ( 1 ~  l ~ y r i l ~ ~ r c ~ r ~  iqu( 



e t  de l a  chondroï t r i  ne p,ir son pouvoi r rot,fitoi rc e t  c-ti r.t;ni::t~irice ?i ~ ' F L C  t l o n  (IP 1111 

hynluronidnse t e s  ticil1nir.e (JANCZT.RA c t - $ 3 1  (49)). T l  c: tc: r.i:cernrnent j 3016 prir 

WRIGHT e t  HECKELS (1 ~ 3 )  de l a  souche Rac i l lus  s u b t i  l is  P' 23. 

Selon TElVEST e t  & ' (  96, l e  r ô l e  p h y s i o l o a q u e  de ce 

polysaccharide e s t  analogue ?i c e l u i  des ac ides  t4 ichoïques  : il i n t e r v i e n t  dans l a  

perméabi l i t é  de l a  p a r o i  aux ions .  La présence de groupements anioniques (acide  

glucuronique) permet l a  cap ture  d ' ions  d i v a l e n t s ,  magnésium en p a r t i c u l i e r ,  ngcessa i res  

à l ' a c t i v i t e  de c e r t a i n e s  enzymes. 

Pol.ymère renfermant de l a  N-ac6 ty l -galac  tosamine 

Lit :3tructure (le 1:1 priroi dci Rncjllu!; s u b t i l j s  e s t  complexe 

puisque d ' a u t r e s  polyméres o n t  pu ê t r e  i s o l é s .  En 1972, DUCICtJOKTH e t  (25 ) ont  

m i s  en  évidence dans l a  paro i  de Bac i l lus  s u b t i l i s  168, un hétéro-polysaccharide 

c o n s t i t u é  de glucose ,  de phosphore e t  de N-ac4tyl-$alactosamine dans l e s  r a p p o r t s  

molai res  : 1 : 1 .  La s t r u c t u r e  d é f i n i t i v e  de l ' u n i t é  de r 6 p 6 t i t i o n  de ce  polymère 

a é t é  é t a b l i e  p a r  SHIVAEV e t  - a l  (36 ), ( ~ i g u r e  7 ). C e p ~ n d n n t ,  l e  r ô l e  de c e  polysac- 

char ide  n ' a  pas é té  c la i rement  é t a b l i .  

C - Polysaccharide renfermant du 2.4-diacdtamjdo-2,4.6-tridéoxv~ucose 

L'étude des polysaccharides svnthd t i s é s  pa r  l e s  di  f f P r e n t e s  

souches de Bac i l lus ,  a permis l a  découverte de sucr*esrirnin4s de s t r u c t u r e  p a r t i c u l i k r e .  

En 1960, SHARON e t  JRANIJOZ ( G I )  ont  c a r a c t e r i s 6  dans l e s  

p a r o i s  d'une souche de Rac i l lus  s u b t i l i s  ATCC 9945,identj  f35e p lus  t a r d  cornme é t a n t  

une souche de B a c i l l u s  l i chen i fo rmis ,  un polyssachar ide  ayant  l a  p r o p r i e t é  de donner 

des  s o l u t i o n s  aqueuses extrêmement visqueuses.  

L'hydrolyse s u l f u r i q u e  doilce de ce polymère permet l a  

mise en évidence d 'un tridéoxyhexose : l e  4 acé t aq i  do-2-amino-2,4,6 t r idéoxyglucose  

( ~ i g u r e  : 7 ) : l a  b n c i l l o s ~ m i n e  (HORTON ( 13)). Pîr 1 7  s u i  t e ,  l a  présence de c e t t e  

hexosamine n ' a  &té  confirmée que d m s  l e s  polysacchar ides  s y n t h 6 t i s é s  par  R a c i l l u s  

l i chen i fo rmis .  Le r ô l e  de l ' a c i d e  glutamique e t  de  l'nrnrnoniaque dans l e s  mil ieux de 

c u l t u r e  de B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s  ATCC 9945 e s t  de f a v o r i s e r ,  se lon  SHARON e t  ( 3 5 ) ,  

l a  synthése  de c e t  ose. 

' 
L'étude comparative r 6 n l i s 6 e  p a r  SHARCN e t  ( 55), d e  l n  

composition en monosaccharide des polysaccharides i s o l é s  de Bac i l lus  ç u b t i l i s  

- 
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e t  de B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s  ATCC 9945, a  permis 1' idcri t , i f j  c n t i o n  de l n  D-fucosamine. 

C e t t e  6-dboxyosarnine s e  r e t rouve  dans l e s  pol.ymères dlnbor6s pa r  l e s  deux t-ypes de 

b a c i l l e  , mais s e u l  B a c i l l u s  l i chen i fo rmis  a l a  p r o p r i h t é  de ~ ~ y n t h e t i s e r  l e  2,4- din- 

cétamido-2,4,6-tridéoxyglucose d é c r i t  prccedemment. C e t t e  p a r t i c u l a r i t é  p e r m e t t r a i t ,  

s e l o n  l e s  a u t e u r s ,  de d i f f é r e n c i e r  l e s  deux souches. 

I V  - Variation-de l a  c ~ m p o s i t i o n  des c o n s t i t u a n t s  p g d y ~ a c c h a r i d i g u e s  de l a  pa ro i  __ ---- ---- ---- - ---- _------ ------- ---__---__--_- 
de B a c i l l u s  s u b t i  l i s  
-A--------------- 

Les bac tCr ies  s o n t  c a ~ a b l e s  de s ' a d a p t e r  aux c o n d i t i o n s  

e x t é r i e u r e s  e t  de s e  d8velopper s u r  des  mi l ieux t r b s  d i f f b e n t s .  C e t t e  a d a p t a t i o n  

s e  t r a d u i t  pa r  des  modif ica t ions  de l a  composition chj  mique de l a  pa ro i .  La compo- 

s i t i o n  chimique, l e  pH, l a  temperature e t  l ' a é r a t i o n  des  milieux de cuqture  s o n t  

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

YOUNG e t  & (1et j?ent  m i n  en  h i d e n c e  deux types de  B a c i l l u s  

s u b t i l i s .  Le premier type e s t  ca rac tCr i s4  p a r  l e s  v a r i a t i o n s  qui  a f f e c t e n t  l a  

composit ion de l e u r s  p a r o i s  lo r sque  l e s  c o n d i t i o n s  du mi l i eu  e x t é r i e u r  v a r i e n t .  Le 

second groupe ne possède p ~ s  c e t t e  cnrnct6r in t ; ique  e t  l c z  paroi3  de ces  b:ictc:rier, 

o n t  un f a i b l e  taux de ga lnc tosnrn in~ .  Pnr c o n t r e ,  on no te  l n  pr4spnce d'une aii,ultitt; 

importante  dl a l a n i n e ,  d '  a c i d e  diaminopimélique, d  ' a c i d e  g lu taq ique ,  d '  a c i d e  muramique 

e t  de  glucosamine. 

En 1965, YOUNG ( 1  ~ 6 ) c o n f i r r n e  que l a  galactosamine e s t  l e  

marqueur des b a c t é r i e s  s e n s i b l e s  e t  t r a n s f o r ~ n s b l e s ,  c a r  l e  taux de c e t t e  osamine 

e s t  important  dans l e s  p a r o i s  de  b a c t 6 r i e  c r o i s s a n t  s u r  un mi l i eu  carencé  e n  phosphate. 

GLLWOOD (26) a é t u d i é  l a  v a r i a t i o n  de l a  composit ion de 

l a  p a r o i  de B a c i l l u s  s u b t i l i s  var .  n i g e r  e n  f o n c t i o n  du mil ieu  de c u l t u r e .  Dans des 

c o n d i t i o n s  n o r m a l ~ s ,  l a  p a r o i  c o n t i e n t  des a c i d e s  té ichoïques .  Lorsque ce  m i l i e u  

e s t  carencé  e n  phosphate, l a  b a c t é r i e  s y n t h k t i s e  a l o r s  d ' a u t r e s  pol.ymères anioniques  : 

l e s  a c i d e s  t 6 i  churoniques. 

Les modif ica t ions  a f f c c t a n t  l a  composition chimique de la  

p a r o i  bacter ienne s e  t r a d i d s e n t  par des  variat ion::  de l a  nnture  d e s  polvmkres qui  la  

compose. Le t a b l e a u  ( 1) rcsurne l e s  e f f e t s  de d i f f 4 r e n t s  f a c t e u r s  l i m i t a n t s  s u r  l a  

composition de l a  pa ro i  de B a c i l l u s  s u b t i l i s  (ELL!~OOD e t  TEFIPCST (28)) .  
+ -. 

Les i o n s  Nil4 , K', S04- e l  l e  glucone o n t  un r ô l e  n6gl j -  

geab le .  Pnr c o n t r e ,  1 ~ s  ion3  ptiosphrite:i di1 m i  lie11 i n t c r v i  cnncnt d e  mnnj h r e  i myiort.rin te. 

Lorsque l e  taux de phosphore e x t r n c e l l u l n i r e  p s t  f s i -h l ? ,  l a  o,ynthèse des a c j d e s  

té ichuroniques  e s t  f a v o r i s é e  à l a  place  de  c e l l e  des  a c i d e s  téïcho5ques. 
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Figure  8 : In f luence  du pii du m i l i e u  d e  c u l t u r e  s u r  

l a  composition en Phosphore e t  en Acides uronlques 

de p a r o i s  d c  B a c i l l u s  S u b t i l i s  (variété ~ i g e r )  



++ Cependant, en milieu carencé en ions !Tg , l a  synthèse 

d 'acides t6ichoïques e s t  accrue : l e  taux de ces  polymères dans l a  paroi augmente 

a f i n  de maintenir un environnement ionique constant au niveau de 18 surface c e l l u l a i r e ,  

(IEERS e t  TEMPEST ( 65) ) . 
Les f ac t eu r s  physiques du milieu interviennent  également. 

ELLWOOD e t  TEIPEST (27) ont é tudié  1 ' inf luence du pH. En milieu acide - pH 5,O - 
l a  bac ts r ie  synthè t i se  des acides téichoïques. Lorsque l e  pH Pvolue vers des zones 

p lus  basiques - pH 8,O - l e s  paro is  de Bacillus s u b t i l i s  contiennent uniquement des 

acides téichuroniques ( ~ i g u r e  (8 )) .  Ce ph6nornène e s t  rcvers ib le  e t  rnontre a i n s i  l a  

f a c u l t é  d'adaptation de l a  bnctCrie aux conditions exter ieures .  

Ces exemples domontrent que l a  bsctbr ie  rengit vis-:-vis 

di1 milieu. Cependarit, les  polvnacchriri.cier: r;yn t1ic'tj::r~s f'on t par t ie  i n  t6yrqn te rio I n  

s t ruc tu re  des envelonpes b-ictbriennes e t  nous ne  yoilvons p ~ s  tirer de conclusion q u ~ n t  

& l ' i n f luence  de l a  bact6r ie  s u r  l n  s t ruc tu re  du milieu. 

R('cernmerit, (CIIENG e t  - 81 (16 ) )  ont fituclif: l a  rnodificatjon 

de viscogj t k  du milieu par S t r ~ ~ t o c c o c u s  bovi 2 .  1, o ~ * r : c i u ~  1 c m i  l i  eu nut r i  t i f  v ~ r j  e ,  

c e t t e  bac t s r i e  synthé t i se  un polysaccharide e x t r a c e l l u l ~ i r e  qui rend l e  milieu extrê-  

mement visqueux ( 1  12 cent ipoises) .  



C(:ri(:r*rtl i i,,',:~ : 1 1  r I.P:I ~ r ~ ~ y ~ n r ~ : :  
d6polvmdrisation des g l y c o p e p t i d ~ ~  

Les polysacchar ides  de haut  poids  moléculaire peuvent 

ê t r e  dégradés biologiquement par d i f f k e n t s  types  d'enzymss. La coupure d e s  l i a i -  

sons à l ' i n t é r i e u r  des chaînes ,  par  des endo-enzymos permet d ' o b t e n i r  des  mol6cules 

de masse molécula i re  p l u s  f a i b l e  qui s o n t  a l o r s  s e n s i b l e s  h l ' a c t i o n  rdcurentg  des 

exo-enzymes . 
Fous présenterons ,  dans ce  c h a n i t r e ,  l e s  endo-enz.mes 

q u i  o n t  l a  p r o p r i é t e  d 'hvdrolyser  l e s  l i a i s o n s  hexo.snrrijn,yls cles polysacchar ides  

( l e s  endo-N-nc6 ty1hexos:lrrii nid1:3r-.:; e t  l c o  cndo-h~xo:;:irrij riidri::cn) ~t c e r t n i n t ? ~  ninirlnscn 

p a r t i c u l i è r e s  q u i  hydrolysent l e  peptidoglycane bsc t6 r ien  e t  les l i a i s o n s  B-glvco- 

s i d i q u e s  des glgcopept ides .  

A - Le lysozyme (~.~.3.2.1.7.) 

1 - His to r ique  

Le 1ysoz.yrne ou mucopepf;ide fa-nc~~tylmuramvlhvdrolaçe dont 

l ' a c t i o n  î é t é  observ6e pour l a  prnmière f o i s  en 1/22 n-7r FTJFTqTNG ( ? y ) ,  9 ;te 

c r i s t a l l i s e e  p a r  AqRAIIAM e t  ROB?I'T;CT: ( 1 ) r-.ri 1937. Lç. sub:; t ~ a t  de c e t t e  enzyrne a  

P té  préparé h p a r t i r  d ' hydro lvsa t  de naroi  de b a c t 4 r i e s  Grain-posi t i v e s  (SALTOPI e t  

GHUYTPW (82) ) , JOLLES o t  al ( 56) e t  CATTFITLD ( 1 5) ) . 

Flode d '  a c t i o n  du 1gsoz;yme 

SALTON (31) a d6rnont1-6 c i i x ~  l e  1;yçoz~me h y d r o l y s a i t  18 

chaîne  polysacchar i  diaue du peptidoglycene (les bric tAr ies  Gram-posi ti ves. L1enz,yme 

c a t a l y s e  l a  coupure des l i a i s o n s  N-acétylrnuraminyl p1-4 N-sc4tyl.glucosaminique e t  

des chaînons disacchar i  diqiies son t  l i b é r 4 s  ( b i g .  /l ) . * Fn 1957, RElRGER e t  WEISER ( 9 ) 

o n t  montré que l e  lysozyme posséda i t  une a c t i v i  t; secondaire  - N-acét,ylglucosa- 

minidasique. 
P 

1)e nombreux s i lbs t rn t s  o n t  e t 4  pr6parc's pour l e  dos:tr:e 

de l ' a c t i v i t é  du lysozyme : peptidoglycane p a r t i e l l e m e n t  hydrolysé (JGLLES ( 531,' 

SALTON ( 83, LFYH-BOTTYLLE e t  &. ( 58)) ,  des dé r ivés  de l a  c h i t i n e  : 6-0-glycol c h i t i n e  
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méthodes : 1;i n1c:;u.t-e t ir .  '19 lyse cic:i pl i ro is  de I*licroc;occi~:: lynoclcj k t,j ciln, l n  rne.si1r.e 

de l a  v a r i a t i o n  de v iscos i t6  des dkriv6s solubles e t  l a  nesure de l 'augmentation du 

pouvoir réducteur. 

3 - R é m r t i  t ion  

Le lysoz.yme e s t  t r 8 s  largement r6pa r t i  dans l a  nature.  

Chez l'homme, l e  lysozyme a pu S t r e  carac te r i s6  dnnn l e s  milieux de secré t ions  : 

l e  l ~ i  t (JOLLES e t  JOLIIES (5  1 ) )  , l a  s a l ive  (PETIT e t  JQZLFS (77 ) ) e t  l e s  l ~ r m e s  

(JOLLES e t  JOLLES ( t j 2 ) ) .  Le lysoz,we e s t  prCsent chez l e  foetus  e t  l e  nouveau-né 

(GLYNN e t  ~1 (38 ) ) .  

Le Lysozyme peut ê t r e  facilornent pr4pari. i p a r t i r  d 'oeufs 

de d i f f é r en te s  espèces d '  oiseaux e t  JOLLCS e t  & 4 5(') e t  CANFJ PLD (14 ) ont  dé- 

terminé, dès 1963; l a  s t ruc tu re  primaire du lvsozyn? du b l m c  d'oeuf d e  poule. 

Dans l e  règne végétal ,  IW4TA (43  ) a montre l ' ex i s t ence  

d'une enzyme hydrolysant l e s  parois  bactkriennes, dans -1ne p r o ~ a r a t i o n  d '  o(- amylase 

d ' orge. 

Enfin, de nombreux lysoz,ymes ont b t B  i s o l é s  de micco- 

organismes. TAKAHARA (89) a i n s i  que OKADA e t  KITANATA ( ont ddcrj t  e t  é tudié  

l e  lysozyme de Racillus s u b t i l i s  

4 - PropriGt6s physico-chimiques de quelnues lysoz.ymes 

Tes propri8tés  phyr,icochimiqu~s t l ~ s  1gsoz.ymes de B ~ c i l l u s  

s u b t i l i s  ont e t6  cornpnr6es 5 c e l l r n  du lvsozyine du h l  .inc ti'oeiif de poule e t  soiit 

d6c r i t e s  dans ' l e  tableau 11 . 
I l  e x i s t e  deux types de lysozyme bactér ien : l e  premier, 

d e  masse moléculaire f a i b l e  e s t  proche du lysozyme i s o l e  du blanc d'oeuf de poule 

e t  l e  second, 1' endo-N-acé tplmuramyl hydrolase, possède ilne maose moldculai r e  i m -  

por tante .  Ce type d'enzym? a é t é  appelé ~lysozyrne-like". 

. L'endo-N-acétylglucosaminidase c s t  une enzyme qui  hydrolyse 



1 c i  11 n i  ::on:- ()-cl yc:oni rli cliic? tl ' i i r i  1701 v<::ir.r.h,ir,i i l ( .  c r i  1 i l ~ : i  vint ( 1 ~ : :  chqîllc>nn 

disacchar i r l iy i~es  p i i  rninj mi lm c . t  qu i  po:*s:~derit ilne It-ricc'l;yl r:li~cosqniine en  posj  t i o n  

tr.rrnin~ile rc:dilctrtice. Le {;l.ycnnrie peul. atrc 1jbr.c. ou :~~+ . ;oc i r ;  ?i ilnp protc:itic. 

2 - R é p a r t i t i o n  

. De nombreuses endo-N-ac4 tylg111cos:iniini dnses o n t  é t 6  

1 c a r a c t 6 r i s é e s  chez des  organismes appar ter ia i~t  3. tous le:; rFigne::. Nous j l l s i s t e rons  

1 dans c e  c h a p i t r e  s u r  l e s  enzymes d ' o r i g i n e  bnct/r ienrie ~t  p lus  par t jcul ièrernent  

s u r  c e l l e s  de B a c i l l u s  s u b t i l i s .  

a) RZp;rie vi.c:c:tnI. 

IWATA ( 1  8) a r~is  en évidence dnns l e s  g r a i n s  d ' o r g e ,  

l l a  présence d  'une endo-N-acé tylglucosemini d  :iss qu i ,  ~ v e c  iine endo-N-ac6 t y l n i u r a ~ y l  

h y d r o l ~ s e ,  e s t  cspnble d r ~ p  1,vser 1 es pa ro i s  bnc t ( ' r . i ~ ~ i i i ~ n .  

e t  & (73) di1 f o i e ,  de l a  r a t e  e t  du r e i n  de r a t  a i n s i  "ue ?P l a  r q t e  de porc ,  
pl -4 

a l a  p r o p r i é t é  d 'hydro lyse r  l a  l i a i s o n  O-glycoçidiquc du chaînon GlcFAc----GlcNAc 

du glycopept ide  Asn(~1ciùhc) ,i8isno. Ta mise cn c ' v i d ~ n c e  ? 'une x t i  v i  t é  rl 'endop-If-nc6tyl- 
1 glucosaminidase dan:; l e  f o i e  humain a 4 t é  r 4 a l i s d e  par  I3C'EIiSMA e t  (12). 

Récemment, Th9Zl\lTIIITC en t F'SIL3Y (93) o n t  d d c r i t  1' e x i s t e n c e  

I d'une endo-N-acétylglucosaminidnse dans l e s  t i s s u s  de l 1 o v i d i ~ c t e  de poule. 
Tl mifiri, STIRLING (83) a i s o l 6  du f o i e  humain une c h i t o b i a s e  

do masse rnol t~cula i re  f:tjùle (25 -5~  CiCC' (laltonr,) (lui hvtirolvue l a  l i a i s o n  0 -g lycos id iq i l~  

du ciiâfinon d i s a c c l ~ a r i r i i  que GlcNAc---- "-' ClcAhc et qui e s t  innc t i - i e  s u r  l e  4-m6thyl- 

I ombel l i f é rg l -N-ac~  t ' : l -~ -g luc~~amin i  de. 

l d ' o r i g i n e  b a c t 6 r i ~ n n ~  zont  rictivno siir. l e s  ,ylycoprotc:i ricr., n ~ n t r n j  nc: iirir. L t i i d  . l 
glycopept ides .  

NAKA.7 JrlA e t  ( 7 2 )  011 t iiioii 1.t.i: qii  ' i 1 ( > x i  n  tni t chcz 

Sacc~inromyces ccrevi  s a e ,  une enz.yme li h6rnnt ( 1 ~ : :  chriîilnii:: po1~vsncc:Iiarj di qiics con:;ti ti16:- 

de d i x  hui t rc:si t i i~r ,  d e  mannose e t  d'une N-nc6tylpliicor,-ii.ii nc c n  poni t j  on t ~ r m j n n l e  

réductrice. '  ~'eiido~-~-~c6t~l~lu~osami1~irl~sc D dc  Dinl o c o c ~ u s  pn~i l rnon ia~ ,  d 6 c r i  t r  
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prir Mlll?AMA1f',';1J (71) ( > : I l .  :i?! i vc. :iiitS 1tt:i ;-1 \lrolicv,,f.i { I i . : .  (Ii-a: i iiiiiiiitic~~:lotiiil i iir-:~ dp f.lyi~lr,iiir~ 

d e  l a  prksence d'un r a s i d u  de mannose non s u b s t i t u é  branché s u r  3 ' o se  en de l a  

M-aci.tyl,~lucosrnine pour o b t e n i r  une hydrolyse de l a  chaîne.  

TJnc enzyme c a t a l y s a n t  I r ?  mGme type d 'hvdrclyse  a 6 t 6  n i s e  

e n  6vidence chez Streptomyces 6:ririeus pa r  TARSNTJNP c t  -1 (44). Ln l i a i s o n  b-1-4-W- 

ac6tylglucoçnminidc du r6sidil  di-YT-acc~tylchitobio~a prc::if>nt dnna clr riombreuses 

frlycopro t n i n e s  e s t  hydrolys6e p a r  c e t t e  Pneymc.. TAT??''~'T~TO et; :JM.LEY (92) o n t  f r ac -  

t ionnd c e t t e  endo-M-nc~:tylg3i~cosarni ni  dase en deiix fnrrnes : 1 '~ntlo-N-7c6 t y l ~ l u c o s a -  

m i n i d ~ s e  H e t  l'endo-FT-ac(~tylgl\icosaminid~se L. La forme 11 dbgrade l e s  q lvcopro t6 ines  

possédant au moins 5 rgsiclus de mannose. Par  con t r ~ ,  I:i forme L e s t  zp6cif ique des 

chaînes  I i p & r e s  dii type hcn ( O ~ C B A C )  *Man, 

Dqns 1 0 s  pr.r:pnr.ations corrimc] c i ; ~ l e s  de nviir;iniinjd.ise (le 

C l o s t r j  d i i i m  ~ e r f r i n p ~ n s ,  CiiII2N e t  ( I R )  on t  m i s  ~n i'vi ( l o n c ~  ilne erl<b- k - I l -acbt~l-  

glucosaminidase.  Ce t t e  enzyme hydrolyse l e  g lycopopt ide  k n n ( ~ l c i l ~ c ) ~ î ~ ~ ? n  5 en l i h b r a n t  

l e  chaînon AsnGlcIJAc. 

Enfin,  FWJ e t  3ECklYT4N (31) o n t  montre: que R a c i l l u s  n u b t i l i s  

s y n t h é t i s e  une endo- P -N-acétylglucoï:mir~i(t~:;~? q u i  hy drol  y:;e l e  pept,i(lo~:lycririre d r  

3 - P r o p r i é t é s  phyçicochirniques de:: erido-TJ-:acr~tvl~rliicoüaminidases 

Quelques p r o p r i é  t6:; phys ico-c t i i~ j  qurs  des  endo- P -N- 

ac6tylglucosaminidases d ' o r i g i n e s  d i v e r s e s ,  o n t  Ltc5  corripîrCes 2 c e l l e s  de "nci l lus  

s u b t i l i s  e t  s o n t  résumées dans l e  tableail  I V .  

4 - S ~ 4 c i f i c i t é  d ' a c t i o n  des  erido-!:-,?CC t y l ~ l i ~ c o s a m i n i d a s e s  d ' o r i r i n e  
bactCrinnne 

L '  r: tilde de l o  spc:r:i f j c j  tl: (1'  nc ti on de:: er i r Io -~-ac~~ty l !~ lu -  

cosaminidases d ' o r i g i n e  hc3ctérienne,  a etc' r6n l i s t . e  p a r  de nombreux aute i l rs  c s r  ces 

enzymes s o n t  t rès  u t i l i s 6 e s  pour l a  dGterrnin2tj on de la s t r u c t u r e  des g lycopro td ines .  

nombre de r 6 s i d u s  de mnnnone, a p r n n i s  t7e djff l :r . rncjcr  l rs  forincs H c t  1, d e s  endo-R- 

nc6.t.yllz;lilcosnriij nj chses i c o l i > e ~ :  d e  S t r e p t o m y c ~ ' ~  f<r i  neil:;. lcicemment, TN,IITITII\JO c? t 

MALEY (99) o n t  coiiipnr6 Ips :;pici t ' ici  14s i l  ' iic t j  «ri rio:: r~ ido-  -?I-rici( t.yl~:I U C O : J I ~ I ~ ~ I ~ ~ I ~ I ~ : > P : ?  

L dc i ~ ) l o c o c r t ~ t 3  p ~ l ~ u n l o t l j : ~ ~  r b <Ir>  ~;I,r~~)l,or~i.ycc~:; pl i P , I  t.11.:. 1 , '  ~ t ~ i l o ~ : l . y ( ~ ~ : ~ j  (i.i:w ( I P  S I  r - t l p  Io-  

myces p1jc:itrin 0:;t :ictjvc. ::III. Ic i ,  g l y c o p ~ p t i t l ~ : ;  fi::ri ( ~ ~ I ~ : I I A ~ : ) ; ! ( ~ I ~ ) ~ G ~ ~ ~ ~ A c :  e t  

~ s n ( ~ l c ~ a c 1  2 ( ~ a n )  

Le g lycopep t id r  han ( ( i l c ~ ~ c ) ~  Fuc ( ~ s n ) ~  n ' e s t  pan 





ki.ydrol.y~C. S4 ICA rckj tlil tlc f'uco:;c cn  1, ri t):~cii t , cc. 1, l n  cw::\rrric> : : P  r,'v;sl O :II 01.:: ;lc t j  vrx. 

Le fucose ,  l i d  s u r  l e  di-?i-dic4tylchitobiose,  i n d i ~ i t  donc 13 s p f ' c i f i c i t 6  da c e t t e  

e n z p e .  Pa r  c o n t r e ,  1 ' endo- P -F-îc6 tylglucosaininictase D de Diplococcus pneurnonine 

?Iydrol,vse c e  glycopeptide.  D ' a i l l r i i r s ,  c e t t e  anzyrne est  , ?c t ive  s u r  d ~ s  ~ 1 y c o p e P t i d e s  

de  s t r u c t u r e  complcxe ( ~ s h l c ~ i i 1  IV) e t  l ~ ç  a u t ~ i ~ r s  yr.nr,crit  c ~ u c  o:i s1,Xcifjci t 6  ? ' ac t io r l  

n \ e s t   as c l : ? i r~men  t, 4 t n b l i e  c n r  ].es nrbpar-at j  011s enzym? l,j ques rctudides con t e n ~ i e n t  

des  exoglycosi d a s ~ s .  

I,a s p ' k i f i c i  t i :  ri ' ï c  1.i oii r l ~  I ' p d n -  P -W-,c<: tylplocosn- 

minidssc de l3;icill.un s i ib t i l  i :: siir. les ,:l.vcoper) t,i ( I f . : ,  ci tr':: r i '  ri pris cttc; {tiidi c'p. 

Seulo 1 'hydrolyse  du chaînon pol,vsscchar*i (13 q11- 111 :)PU t,j iIc'pI V C ~ I I I ~  cl? I : ~ C I ~ O C O C C ~ I R  

'ysd- rnoiitrr o i i ' i l  :;';i!j t d'une cnin- P -?'-:iî/ t ~ : l i ~ l i r î o ~ ~ n j i i j  dasr  (FA?! r t  

BECKIQITJ (31 ) ) . C e t t e  pnxyme p s t  i n a c t i v e  siir 1 e p-ni t,ronli~'nvl-~T-cicitvlpluc:~rimini~le. 

A - D é f i n i t i o n  

L'entlo- o( -hT-ac& tylgn1actoi.rmirli Irsc de D i ~ l o c o c c u s  

pneumoniae, i s o l c e  par  ENDO e t  FCBATA (29), <ci l n  v r o p r i t t r  d t  hvdrolyser  l e s  

g l y c o ~ e p t i d e s  en  l i b & r ? n t  dps  chaînons Gal- (3-1 -3-GalTlAc -ivec 1% ?Gncétylpalnc- 

tosamine en pos i  t i e n  terminale  mtductr ice .  

B - SpEci f i c i tE  d ' a c t i o n  

Ce t t e  enzme hycir01y:;n 10s fr1~rc:irin~s de:; ;~ l j rcoprot6inee  

d é s i a 1 y l i . e ~  des rnemhr.mes ~ r g t h r o c v t a i r ~ s  hurnain;.:;. ?on s i ~ b n t r a t  sptc i f ic iue  e s t  

l e  g-l-ycopq~ ti de (:al j) ( 1 - 3 ) f i i i l ~ ~ c  o( 1 -l~r ou 'i'hr. 

T,c Ph op t j  mi lm d 'nc  ti vi tc: tJc 1 'niiclo- O(-TT-îc(: t v l ~ n 1 - 7 ~  to- 

rinrni ni d;ir,o e s t  d e  6. T<1 I r  c:. t j rilij 1 ) 6 ~  ?i 60 p 100 p s i r .  1 i. ~i-(-hl.ot~oiricr~ciii.j bcnz;~nc:;i11- 

f o n a t e  1 inhl e t  à 63 p 100 par  1 '4thvlhnediamjne t&tr.:lct:ti aile %,5  dl. E l l e  nerd 

50 p 100 de son a c t i v i  tc: 4 pl! 5,5 e t  1 3  pJl 7 .  



T l 1  er ido-~n lac tos~mi  ni  dnçe tivdrolvsc 10s l i n i s o n s  

O-glycosidique d'un polysacctiarjde e t  condiii t i 3.:i Ynr.rrint,inri tic chnjnonn poos6d:uit 

une g a l ~ c t o s a m i n e  en p o s i t i o n  terminale  r é d u c t r i c e .  Ce t , w e  d'enzyme a é t é  i s o l é  

d  u  m i l i e u  de c u l t u r e  de S t r e ~ t o m y c o s  g r i s c u s  p a r  RRISSIG e t  al (79). 

B - S p é c i f i c i t é  d ' a c t i o n  

L'endo-galac tosrlrninid::se de Z t r e p  torriyce:; g r i s e u s  (79) 

hydrolyse  l e s  l i a i s o n s  Gall\TH2*alNH2 dans l'o1igo~:~lactoçaminoglycanne i s o l é  du 

f i l t r a t  de- c u l t u r e  d 'un mutant de Neuro.,.wra. 1 cs f raptnon ts polyçacchari  d iques  , 
r é s u l t a n t  d e  l ' h y d r o l y s e  enzymatique, ont  une masse rnol&culairs  de 1CC 000 dal tons .  

Ces r é s u l t a t s  l a i s s e n t  prfhacer une s p é c i f i c i t e  cl' a c t i o n  ,;traite e t  l 'enzyme e s t  

i n a c t i v e  s u r  l e 6  l i a i s o n s  GalNAc - GalYAc. 

C - Propr ié  t é s  a h ~ ~ i c o - c h i m i  ~ u e s  

L1enz ,pe  de S t r e ~ t o i n y c ~ i :  ~ r i s c u ~ s  s un pu optimum d ' a c t i  on 

de 5,4 e t  conserve 50 p 1CO deson a c t i v i t 4  noiir a"!: v n l ~ ~ r . : :  rlp DR c o r n p r j ~ ~ ~  e n t r e  

4 e t  7. La  température optimale n ' a  pas d t6  d d t c r m i n b ~ ,  ccpnndsnt,  l 'enzyme e u t  

r e l a t ivement  thermostcible c a r  sa dmi-cilirbe d e  v j r  est tlc 3 r t i inu t~s  h l C O O  C. 

I V  - Les amidases - - - - -- - . -- - - - - - - - - - -- - - - -. - - 

Ce s o n t  (les Pnzyines c y i i  on t  l n  propriçi't(: d 'hydrolvner  l e s  

l i a i s o n s  amides e n t r e  l e s  p r o t 4 i n e s  e t  l e s  g roupem~nts  polvsacchar id iques  des  glyco- 

p r o  t é i n e s .  

Uous é tud ie rons  l e s  deux type? .ni  ç en &viaence : 

l a  4'-L-Aapartylglyco.c:~1:1mj~ne :imido kiydrolase e t  l'endo-FJ-ncc!tylmurnmyl-L-alanine 

amidase. 

1 - D é f i n i t i o n  

Dans de nombreuses ~ l y c o ~ r c t < i n ~ : : ,  I n  p a r t i ?  glycannique 



l e s t  l i é e  à l a  p ro t6 ine  p a r  une l i a i s o n  de type N-g1,vcouidique. C e t t e  l i a i s o n  es t  

1 r é a l i s é e  e n t r e  un r é s i d u  de N-acé tylgluconamine e t  l ' : ~ s p n r a ~ i n e .  La 4'-1)-Aspartyl- 

1 g l y c o s y l m i n e  amido hydrolqse hydrolyse c e t t e  l i s i s o n  s ~ l o n  l e  schems proposé 

1 Asn - Glc Hoc 

,/, Amidase 

A3p - Amidase + IJH2 - GlcIJAc 

\1 
Asp + Amid~se  + NI! -- GlcNAc 

2  

6 
NH + Glcr'Ac 

3 

2 - Rapsr t j  ti on 

CP t t ~  cr~zyme n 4 th  n i i  ::m on r:vi clrncn pnr MIIRAYkBiT ~t VYTIAR (7C \ 

dans ltbpidid;yme d e  norc e t  de bouc. LI+' e t  - 8 1  (57 ) 1 ' r . r i t  c* , rnc t6 r i sbe  dans  l e s  

émulsions d'ammcle douce e t  14MIK0 e t  & ( 5%) chez P m : :  vill&{~ris. L '  Pnz.ym~ a t:t.6 

p u r i f i 4 e  e t  i s o l 6 e  di1 sdrurn d e  porc  pa r  IIAKTFJCl e t  al (61 ) e t  de  l l o v i d u c t &  de 

poule par  PLUMM!W e t  (78 ). 

L'enzyme hvdrolyse l e s  chaînons s u i v a n t s :  4'-L-Asp-GlcNAc, 

4'-L-Asp-GalMAc, 4'-Asp-Nan, 4'-L-Asp-Gal. E l l e  e s t  i n a c t i v e  lo r sque  l e s  f o n c t i o n s  

2-EH2 OU 1-COOK de l ' a c i d e  a s p a r t i a u e  s o n t  bloquers.  L'kt-idrolyse des  g lycoprotCines  

e s t  p o s s i b l e  si  1' ac ide  a s p a r t i q u e  e s t  l i é  Pi-glycosidiquenient avec  l a  f o n c t i o n  réduc- .. 

t r i c e  de l ' o s e  d u  glycanne. Cependant, c e t t e  enzyme est  i n q c t i v e  si l a  c h a î n e  pep t id i -  

que e s t  importante .  

4 - Propr i  GtrSs physicochirniques 

L'amidase e s t  s t a b l e  dans  iinp fyirrune de  pH de 4 à 7 à 

37 O C  pendant 22 h. Le pH optimum d ' n c t i v i t 8  v a r i e  se lon  l ' o r i c i n e  de l 'enzvme. 

L a  masse molécula i re  e s t  6galement f o n c t i o n  de l ' o r i g i n e  de c e t t e  enzyme. L'ami dase 

du r e i n  de r a t  ( FlAHAD[IVAN e t  TAPPYT (60  ) )  po::ni~rle u r i r  rn:i::ne niol6ci1lnire d e  

31 O00 dnlt,ons a l o r s  que c c l l e  d~ l ' o v i  ri il cl,^ dc poiile jno7i.e par  TARENTTW' e t  

B'IA1,RY (91 c s t  de  110 ('00. 



1 - D i f i n i  t i o n  

LI enrlo-IT-acc; tv1  niur~mvl-T1-:il?ni no ~ t m j  rias- hvdro1v:;e l a  

lj ,i :jon 8n-i (le cn tisc> 1.1 TI-*il ~ n j  rio p i .  1 ' ,-ici (ln T T - - i ( s  : + , v l r n i i  r.-srilj r j i irb di1 p o p +  i rloqlvc.in~ .IF. 

1s p a r o i  b r i c t r : r i evw.  Cet+,? o n z , v e  l ibhrc .  des .c-*roup~ril~n t c: Tm2 s a n s  a i l ' r i p~a l -n i s se  

unn augmentaticln du pouvoi r  7.r:d11~ twr, ( f i g u r e  4 )  . 

2 - Rtln i r t i  t i o n  

noinbr-euses bac t ' ; > a i  .:: :,vniii~: t,j : - ~ t i  t c e t  t~ au to1~1si  no. 

E l l e  a 6tc: n i s e  ~n 6 v i r J ~ n c ~  chex S t r ~ n t o n i y c ~ : ;  n ~ r  G r n r Y T i V '  rit - 91 (37). FtLr? e t  

Ri:CRIIflJ (30 )  o n t  rriontli- qiie l'pnzyrrie d e  D,-lcill:~r; s i i b t i l j i .  c ' t n j  t f i x ; ~  ?l l a  71:iroi 

e t  q u ' e l l e  en & t a i t  d r ~ t a c h ~ ' ~  palh l e  chlorzirc  d~ l j  thjilm. 

I J ' ~ 1 ~  tolysir i f?  i so l ( (>  d ~ : ;  p :?~*oj  s 1 2  b 3 , ~ c i l l ~ ~ s  FU!) t i  l i  ::, 
possdde une mssse mo2r~c~ul:ii r~ d e  35 0C10 d a 2  ton:; ~ . t  prf<:.~'l?t, 1111  ontiiniim d ' a c t i v i  t;6 

2 pII 8. 911e e s t  r r l v t ive . r l~ t i t .  thern1ost:tble c i r  c . 1 1 ~  1-1:sizt~ i un c h a u f f q ~ ~ ; ~  d e  

51°C pend.int d i x  r n i n u k n s  ( F ~ W  e t  ;S3CKI'A7T ((711)). 

T,'alanine n r n i d ? . ; ~  0r;t. ?r t i v c  :-l l r .  1~ T ) C D ~ ~  ~ o R ~ v c ? ~ "  de 

Bscil3u:; s u b t i l i s  rn,+js ne  1 w e  p a s  les p z r o i s  de iTicl.ccoc- l \ rsodcjk 's icus.  

C e t t e  clifforericc s e r a i t  duc,  :;elon Fui n t  TIT?CI"T~\" ((31 \ , :i cc que 1-1 ccmnosi t i o n  ?n 

~ c i d e ç  am3 nds d ~ s  chsînori:r pr3p t i d i  ques s e r a i  t d i  rf'~:rentr! . s ~ i j v ? n t  1 ~ : :  b w t ; e ~ , i n s .  

Souvont asnocic5e :i unp r:r~tlo-nT-~cc't,ylgli~cos~rni n j  ( lase,  ce t  te enzyr11p f yvori s e r a i  t l a  

croissance b a c t 4 r i e n n e  en l y s a n t  l a  paro i  dans des zones v r 6 c i s e s  ( 31 ) .  
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La mise nu p o i n t  du procdde de ~ r 6 p a r a t i o n  du mucus 1 
e x t r a i t  du mi l i eu  de fernientat ion "Amylase Rsc tCri ~ r t n e " ,  n 6 t é  r é a l i s é e  en  c o l l a -  

bora t ion  avec l a  Socic;té RAPIDASE. Afin d ' o b t e n i r  un ~ x t r n i t  macromoléculaire homo- 

gène, nous avons t r a i t 6  170 1 du mil ieu  de fermenta t ion 895 ayant une v i s c o s i t é  de 

35 cen t ipo i ses .  

p a r a t i o n  du mucus - - - - - -- -- - - -- - 

Le mucus a Bté ~ r 6 o a r é  s u i v a n t  l a  mdthode d é c r i t e  dans 

l a f i g u r e  g . 

A - F i l t r a t i o n  s u r  p e r l i t e s  e t  t e r r e  de dintom6es 

La v i s c o s i t é  du m i l i e u  de fermenta t ion e s t  t e l l e  qu'une 

d i l u t i o n  e s t  n e c e s s a i r e  pour pouvoir r é a l i s e r  l e s  opéra t ions  de f i l t r a t i o n  : l e s  

170 1 du moût de fe rmenta t ion  s o n t  d i l u é s  à 680 1. 

La f i l t r a t i o n  s u r  p e r l i t e s  pt t e r r e  de diatomées permet 

d ' o b t e n i r  une phase c l n r i f i e e  suffisamment épuree  de d P b r j s  macroscopiques e t  des 

germes bac té r i ens .  C ' e s t  c e t t e  phase quo nous t r a i t o o s  Dour i s o l e r  l e  mucus visqueux. 

B - F i l t r a t i o n  s t 4 r i l e  

La phase c l a r i  f i &  prQcédernment , renferme ries germes 

b a c t h i e n s  q u i  s o n t  d l imines  p a r  Ùne o p é r a t i o n  d e  f i l t r a t i o n  s u r  c a r t o n s  s t 6 r i l e s  

C e t  E.K.S. Du to luène  e s t  addi t ionné s u  f i l t r a t  pour 6 v i t e r  l e s  i n f e c t i o n s  bac- 5 
I 

t é r i e n n e s  au cours  des  op6ra t ions  suivantes .  Le volume du f i l t r a t  s t e r i l e  est de 

1 540 1. 

C - U l t r a f i l t r a t i o n  

1 f i l t r a t  s t d r i  l e  e s t  concentr6 s u r  mcmhr~ne Amicon 5OCOO. 

l Le f i l t r a t  e s t  supprimé e t  l a  phase r é s i d u ~ l l e  e s t  a l o r s  lavée  c inq  f o i s  pour é l iminer  

l l e s  micromolécules a i n s i  que c e r t a i n e s  enzymes, amylases e t  protGases,  dont  l a  masse 

l molécula i re  e s t  i n f B r i e u r e  à 50000 da l tons .  Le volume de 1~ phase r é s i d u e l l e  concentrée 

e s t  de  24,5 1. 



Milieu de fermentat ion to ta l  

l dilut i o n  

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

f i l t rat ion stérile 

ULTRAFILTRATION - - - - ----------  

(membrane Amicon 50000 ) 

5 lavages 

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

Figure9 : schéma de.la préparation de l'extrait visqueux 



D - Lyophi l i sa t ion  

Le mucus macromol4culaire visqueux e s t  l y o p h i l i s é  e t  est 

p lacé  à 4 O C  a f i n  d ' a s s u r e r  s a  conservation.  Les d i f f é r e n t e s  analyses  s e r o n t  r é a l i s é e s  

s u r  c e  matér ie l .  

II - Fractionnement du mucus s u r  colonne d'dchangeur d '  i o n s  

Le fractionnement du mucus s u r  colonne échsnpeur d 'anions ,  

t,ype DWEX 1 x 2 ,  e s t  r é a l i s é  s e l o n  l e s  techniques pr6conisées p a r  HAMADA e t  & (39). 

La & s i n e  u t i l i s é e  e s t  un <!changeur d ' an ions  du type 

DOWEX 1 x 2, 200 - 400 mesh, forme H'. La régénérat ion de l a  colonne e s t  r é a l i s é e  

p a r  l e  passage d'HCL 1 N (5 f o i s  l e  volurne de l a  colonne). La & s i n e  e s t  e n s u i t e  

lavée par  de l ' e a u  d i s t i l l é e ,  jusqu 'à  c e  que l ' e f f l u e n t  s o i t  à un pH de 6,8. 

1 mg de mucus l y o p h i l i s é ,  r e p r i s  par 10 m l  d 'eau d i s t i l l X e ,  

e s t  i n j e c t é  s u r  l a  colonne de DWEX 1 x 2 (3  x  70 cm). La colonne e s t  l avée  par l e  

passage de 5 0  m l  d ' e ~ u  c.fistil1ci.e puis  e l l e  cs t  6lilc:o p n r  un g rnd ien t  lincqnire de  

mola r i t é  c r o i s s a n t e ,  de O ?i 1 M, en ac ide  chlorhydrique ( f lncons  de 800 ml). Le 

d é b i t  d161ution de l a  colonne e s t  de 15 ml/h e t  l e s  f r a c t i o n s  r e c u e i l l i e s  o n t  un 

volume de 5 m l .  

B - Isolement des f r a c t i o n s  

Les d i f f 6 r e n t e s  f r a c t i o n s  r6nér6es  se lon  1es.mSthodes 

d é c r i t e s  page 40, s o n t  c o l l e c t 6 e s  e t  l ' a c i d e  chlorhvdrique est n e u t r a l i s é  par  de l a  

soude 0,5 N. Les f r a c t i o n s  son t  e n s u i t e  dialyst5es contre  100 f o i s  l e u r  volume d'eau 

d i s t i l l 6 e  e t  e l l e s  s o n t  lyoph i l i sées .  

III - Méthodes ---------- ana ly t iques  -- d '  é tude du mucus 
------------a---------------------- 

A - D o s a ~ e  e t  i d e n t i i ' i c ~ t t i o n  den ~ l u c i t 3 e s  

Un e x t r a i t  s e c  e o t  renl-isc: s u r  chnque 6ch:rntillon pour 

pouvoir  donner une v a l è u r  pondérale exacte .  Les m e  thodes colorirné t r i q u e s  q u i  s e r o n t  

d é c r i t e s  ont  é t é  u t i l i s é e s  pour Le rep6rage des  f r a c t i o n s  obtenues à p a r t i r  du mucus 

p a r  chromatographie s u r  colonne d'échangeur d ' i o n s  (DCI~EX 1 x 2). 



a) d o s w e  des oses  neu t res  

Les oses  neu t res  son t  dos6s pa r  l a  mkthode à l ' o r c i n o l  de 

TIUMANS e t  PHILIPPI ('37) modifiée pa r  RIPiITIGTON (f*). Ce dosage e s t  r é a l i s é  simul- 

tmément avec c e l u i  des ac ides  uroniques n f i n  df61irniner l e s  i n t e r f é r e n c e s ,  s e l o n  l e  

p r i n c i p e  d é c r i t  pa r  MONTRGUIL e t  SPIP (SB). La composition en monosaccharides des  

témoins e s t  c e l l e  des produitu À é t u d i e r .  

La methode au p h e n o l - s u l f u r i q u ~  (69) n'n &t& u t i l i s 6 e  que 

pour l e  repérace  des composes glucidiques  ob+.eniis au cours fies B i f f e r e n t s  f r a c t i o n -  

nements. 

b) dosme des ac ides  uroniques 

Iie ~o:;FIP;~ des R C ~ ~ P : :  ~ l r o n i q ~ ~ ~ s  pst nffoctu6 s e l o n  18 rnX- 

thode de DISCHE (24) î11  carbazol ,  l e s  i n t e r f é r e n c e s  duos ~ I I X  o s e s  neutres  s o n t  élirni- 

nées se lon  l a  méthode d é c r i t e  pa r  !.l@?JTRFITIL e t  SPIK (68). 

c)  dosage des  hexosamines 

Pour l a  détermination de la composition cent6simale 

en  hexosamines, nous avons u t i l i s é  l a  méthode color imétr jque d1ELSON - MORGAN modi- 

f i é e  (MCNTREUIL e t  SPIK ( G F j )  ) 8prf.s hydrolyse chlorhydrique.  

L'hydrolyse e s t  e f fec tu4e  en  tubes s c e l l é s  sous v i d e  pa r  

l ' a c i d e  c h l ~ r h y d r i q u e  r e d i s t i l l é  4 N pendant 4 heures  à 100°C. 

2 - Procédés d ' i d e n t i f i c a t i o n s  des monosaccharides 

a) proc6dé d ' hydrolyse 

c(,- l i b k r a t i o n  des monosaccharides n e u t r e s  e t  a c i d e s  ............................................... 
Afin d ' i d e n t i f i e r  l e s  monosaccharides, l e s  p r o d u i t s  s o n t  

hydrolysés  p a r  HCL 2 M, pendant 2 heures à 100°C. 

(I - l i b o r a t i o n  des herosamines .......................... 
Les hexosnrnincs son t  miiics c n  ~ ~ v i d e n c e  nprhs hgdrolyne 

chlorhydrique 4 N  ,4h, 1 OC°C. 

b) proct5d6 de p u r i f i c a t i o n  

T e f i  hytirolynntn d i  l i16r i  :;or1 t, chr.ornn top;rnphj &n f i i i r  colonnen 

coiipl6c.s de DOWISX 'i0 x 0, 15-50 mesh, fnrmo nci d o  ~t dc l~lIOIjTrPE A 103 D, 25-50 rncsh, 

forme f or mi^ t e  ( 69). 



- -- - - - - 

c )  i d r n t i f j  nat ion des  monoai~cchnri d e n  imr. chrornn t o r r n p h i ~  s u r  nnpjer  
-- 

Les hydrolysats  p u r i f i d s  son t  chroma,tographiés s u r  p ~ p i e r  - - --- 

Yhatman 3 dans l e  s o l v r n t  de FISCVIX e t  PIEBEL (32) : ovridine  /ac6ta te  d16 thy le /  

a c i d e  acétique/eau ( 5 : 5 : 1 : 3) pendant 18 heures.  LPS monosaccharides n e u t r e s  

e t  ac ides  s o n t  f .évélés par  l e s  r é a c t i f s  '3 l ' o x a l a t e  d l p n i l i n o  de PARTRIDGE (77) e t  

a u  n i t r a t e  d ' a rgen t  de TREVELYAIJ (99). Les osaminss s o n t  mises en évidence > l ' a i d e  

de r é a c t i f s  à l a  ninhydrine.  [ - 
- - -- - 

- - 
- - 
- - 

- - 

3 - Procédé de déterminat ion de l a  composition molaire p luc id ique  - - 

La composition molaire g l u c i  dique des f r a c t i o n s  polysaccha- 

r i d i q u e s  a é té  é t a b l i e  p a r  chromatographie en  phase gazeuse se lon  l e  procédé de 

ZANETTA e t  & (167) adapté  au l a b o r a t o i r e  pa r  E'OURNET ("1. 
t 

Les polysaccharides s o n t  méthanolysés pa r  le  m4lange i 
? é t h a n o l / ~ ~ l  0,5 1J pendant 24 heures h. une température de 8C°C. Les dé r iv6s  O-méthyl- 1 
glycos idés  s o n t  p e r t r i f  luoracé  t y l é s  p a r  l e  mplange anhydride t r i f  luoroac&tique/ 

dich1oromt:thnne ( 1  : 1)  e t  son t  e n s u i t e  chromntogr,~phi6s sur colonne dlOV 210 s u r  

Varaport 30. La longueur de l a  colonne de verre  e s t  de 7 rn, l e  diamètre i n t é r i e u r  l 
e s t  de 1/4l1. Le gaz vec teur  e s t  l ' a z o t e .  La temperature e s t  p r o g r m i e  de 1 10 h 23Ci°C 1 - - - --- -- 

h r n i s o n  de t0c/mn. Le t6rnoin i n t e r n e  u t i l i s é  e s t  l e  mikoinosi to l .  

0 - D o s a ~ e  des p ro té ines  e t  i d e n t i f i c a t i o n  des  ac ides  amin&s 

1 - Dosage des  rotéi in es 

Le taux de p ro te ines  du mucus ?t de s e s  d i f f 4 r e n t e s  f r a c -  

t i o n s  a & t é  es t imé se lon  riellx mnthodes : 1 
a) -_de l ' a z o t e  p a r  l a  méthode de KJELDAFIL : - Le dosage fsit s u r  d e s  ~ c h n n t i l l o n s  de s6rum-albumine, 

permet de dCterminer l e  rendement de l topf5ra t ion .  Ln tenr i i r  en a z o t e  p ro té in ique  

e s t  c a l c u l B e n  tenant compte de IR va leur  de l ' a z o t e  a l i lc id ique des  osamines. 

b) dosage des protc~incn par I n  rn~lthailr <la LOWIIY e t  a l  (50) 

IJP triux (le pro t6inc:i c n  t; d6tc.r-rni nc: pn fonct ion ( 1  'ilrio 

gsmme Q t a lon  d e  nt<r.urn-nl biirriinr . 



L ' i d e n t i f i c s t i o n  des  ac j  d ~ s  ami 116s e s t  r . ~ ? ~ l i s é e  ~ p r è s  

hydrolyse pa r  IICl 5 , 6  N r e d i s t i l l 6 ,  sous  v ide ,  h 105OC, pendant 24 heurcss. 

Les é c h a n t i l l o n s  son t  e n s u i t e  analvsds  $ l ' a i d e  de l ' h t o - a n a l y s e u r  Seckman Eultichrorn 

s e l o n  l e  p r i n c i p e  g6nGra1 de SPACI(JMI? e t  al ( 87). 

C - Dosaqe du phosphore 

Le phosphore organique e s t  dos6 su ivnn t  1% méthode de 

ALLEN ( 2 ) npr;s r n i n a r ~ l l i s ~ t i o n  des  é c h a n t i l l o n s .  Ce t t e  rnr:thode e s t  également u t i l i s é e  

l o r s  des  fractionnement:: pour l e  repkrage des compos~Ss phonphorvlds. 

D - Mi s e  e n  dvidence des ~ l y c ~ r o p h o s p h n  t e s  

1 - Hydrolyse e t  p u r i f i c a t i o n  

a )  hydrolyse chlorhydr ique 

S n  é c h a n t i l l o n  de l a  f r a c t i o n  V e s t  hydrolysé p a r  H C 1  2 N ~ pendant deux heures  à 100°C pour l i b é r e r  l e s  monosacchriricies. L ' ac ide  chlorhydr ique 

! est  dvaporé sous  v ide  e n  d e s s i c a t e u r  e n  é rés en ce de soude. 

b) d6brradation a l c a l i n e  

Le r c s i d u  s e c  e s t  ensui t e  t,rni t g  D a r  l o  soude 0 , 5  l? à 

100°C peridant 1 h. La s o l u t i o n  e s t  ensu i  t e  neutrn1i:ir:e par de 1' ac ide  formique. 

c )  pur i  f i c a  t i o n  

123 s o l u t i o n  n e u t r a l i s é e ,  dilu;e, e s t  chronistographiée su r  

une colonne de DUcIJITE A 102 D ( 1  x 20 cm), forme forminte.  La f r a c t i o n  c o r r e s ~ o n d a n t  

nu 1avarl;e de l a  colonne p;ir l ' e a u ,  e s t  Gliniin6e. La colonne e s t  e n s u i t e  6li14e pnr 

de l t H C 1  1 N. so lu t io i i  e s t  bvaporée k s i c c i  t6. 

1 ISKERWWD ( 4 1). Les compc?sGs phosphords apparai  s::en t :;oiis forme de  taches  b leues  s u r  

fond b lanc  a p r è s  exposition 5 l a  lumière (!~IONTREIJIL ( 67)). 



E - Rtiide vii;co:lim&tri que 

1 - Appareil  

L ' appare i l  u t i l i s é  e s t  un viscosimètre  "VISCOPTATIC". 

Le tube viscosimétr ique e s t  du type URBELOIlDE. Les d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  s o n t  

r é a l i s é e s  automatiquement avec l a  c e l l u l e  "DOSIMAT". La p réc i s ion  des d i l u t i o n s  
+ e s t  de..- C,01 m l .  

Le tube viscosimétr ique e t  l a  c e l l u l e  où s o n t  e f f e c t u é e s  

l e s  d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s ,  son t  maintenus à une température constante  à l ' a i d e  

d 'un f l u x  de l i q u i d e  provenant d 'un r é s e r v o i r  pr&alablement thermostaté h une 

tempbratilre de 25OC pendant 2 heures. Les mesiires dps temns d'écoiilernent s o n t  

r é a l i s é s  p a r  l ' in terr r iédia i re  d'un d i s p o s i t i f  pho to4 lec t r j  que. 

Dans l e  but d ' o b t e n i r  un 6coulement r k g u l i e r  dans 

l e  tube viscosimétr i  que, l e s  s o l u t i o n s  son t  ddpouusiérf:es s u r  f i l t r e  M i l l i  pore 

dont l e  diamètre des pores  e s t  de 0,45 microns. 

Le  so lvan t  employé e s t  une s o l u t i o n  de phosphate 

10 miil, pH 6,S.  La solut ior i  l a  p l u s  concentrde a un t i tre C de 15 mg/ml. Les d i l u t i o n s  

r é a l i s é e s  automatiquement son t  : C ,  2 ~ / 3 ,  ~ / 2 ,  ~ / 3 ,  C / A ,  La v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  

e s t  déterminée graphiquement e n  ex t rapo lan t  à concen t ra t ion  n u l l e  l a  courbe: 

t - t0 
toc 

avec : 

t: temps d'écoulement de l a  s o l u t i o n  

tO: temps d'écoulement du so lvan t  

C: concen t ra t ion  en  g /ml  

I V  - Etude de l a  f r a c t i o n  FIV 

La f r a c t i o n  FIV, i s o l é e  du mucus p a r  c h r o m a t o g r a ~ h i e  

d'échange d ' ions ,  p résen te  une v i s c o s i t é  importante  e t  e l l e  e s t  l e  s u b s t r a t  de 

1' "ENZYME X". C ' e s t  pourquoi nous nous sommes p l u s  pa.rt iculièrement a t t a c h 4 s  à 

son étude. 

L'étude des  p r o f i l s  d ' é l u t i o n  obtenus montre que l a  



f rnct ion F e s t  cotitnrriin~~o pnr les frtric tioris T V  El1, ., L P V' I'ortr. f)i.ir.il'irr l n  
f r ac t ion  FIV , i l  e s t  n b c e n n n i r n  d e  r r ch ro rnn to~raph i~ r  crt.i.r f rnc t ion  mir l n  

colonne de DOWX-llx2 dont l e s  ca rac t é r i s t i ques  ont é t é  de'cri t e s  prdcédernment. 

Aprks neu t r a l i s a t ion  e t  dialyse,  la f r ac t ion  F obtenue 1 v 
après  un premier fractionnement, e s t  concentrée à l t4vapora teur  r o t a t i f  jusqu'à 

un volume de 10 m l .  Cette so lu t ion  e s t  déposée s u r  l a  colonne qui e s t  s t a b i l i s é e  

par l e  passage de 300 m l  d'enu d i s t i l l e e .  La colonne e s t  cnsui te  bli16e pnr un 

gradient  l i n é a i r e  en acide chlorhydrique de 0 , h  0,5,N (f lacons de 800 m l ) .  L a  

conduite du fractionnement e s t  ident ique h c e l l e  déc r i t e  pages7940  e t  l a  f r a c t i o n  

FIY repur i f  i é e  e s t  t r a i t é e  de manière s imi la i re .  

B - Dhterminntion de l n  rniin:;e rnol6ciilriire 
1 
I 
I 

La  masse moléculaire de l a  f r a c t i o n  F a é t é  déterminée 1 
IV 

b l ' é q u i l i b r e  de sédimentation selon l a  méthode d4cr i te  par  CHERVENKA (17). 

L'expérimentation a é t é  r éa l i s ée  avec l lUl t racent r i fugeuse  analytique BECKîUN 

modèle E. L 'u l t racent r i fuga t ion  s ' e s t  déroulée 5 20°C pendant 24 h & ?COCO t/rnn. 

Les échant i l lons ont une concentration de 0,5 mg/ml dans l e  tampon T r i s  - 14C1 

C - Com~osition en oses 

Les caractkres  pa r t i cu l i e r s  de vi scos i  t é  e t  d e  masse 

moléculaire de l a  f r ac t ion  FIy, a i n s i  que l a  d i f f i c u l t k  cl' 6 t a b l i r  une composition 

1 centésimale exacte en oses neutres  e t  en acides uroniques, nous ont  conduit à 1 
l employer des  techniques permettant d'une p a r t  d 'obtenir une hydrolyse quant i ta t ive  1 

d e s . l i a i s o n s  O - glycosidiques e t  d ' au t re  p a r t  de rechercher l a  présence de 

cons t i tuants  glucidiques pa r t i cu l i e r s .  

1 - Réduction des acides uroniques 

Les l i a i s o n s  uronosidiques sont parmi l e s  plus s t ab l e s .  

La réduction des acides uroniques en l eu r s  homologues oses  neutres diminue l a  

s t a b i l i t é  de l a  l i a i s o n  e t  permet d'employer l e s  techniques classiques d'hydrolyse 

des l i a i s o n s  O-glgcosi(1iqu~s. 

a)  Réduction de 1' acide glucuroniaue l i b r e  

1 Le pr incipe général de l a  r6duction de l ' a c i d e  glucuronique 



Acj de glucuronique 

Réduction 

P e r t r i f  luoroac6 ty la t i  on 

Analyse e t  dosage par  

chromatopaphi  e en phase gazeuse 

Figure : 10 Schéma gkn6r.al de l a  réduc t ion  de 1' a c i d e  glucuronique 



en gliicnrin, coririi ri tc. r p n  l:-, rccdiict.1 nri ( I r .  I:i fnric 1.i on  c: i r -hoxyl  i qiio ( I I I  c-~irl~o~ic 6 

s a n s  rdduction de l n  fonct,ion cnrbonyie r6di ic t r icc  du crtrbone 1 .  

Pour c e l a ,  1 mg d ' a c i d e  glucuronique e s t  O - méthylglycosidé 

p a r  l e  mélange méthanol - HC1 0,5 N pendant 24 h à 80°C. Ce dér ivé  glycosidique 

e s t  e n s u i t e  pe racé ty lé ,  aprks  séchage sous courant  d ' azo te ,  par l e  mélange 

pyr id ine  - anhydride acFt ique 1: 1 (v/v) pendant 1 n u i t  5 20°C. La p e r a c e t y l a t i o n  

permet l n  s o l u b i l i s a t j o n  du comno:;6 dnns l e  t6trahydrofili.:ine qui e s t  l e  s o l v a n t  

de l a  réduction.  

Après séchage sous courant  d ' a z o t e ,  l e  r é s i d u  s e c  

obtenu e s t  r e p r i s  pa r  1 m l  de t6 t rahydrofurane e t  es t  i n t r o d u i t  dans un b a l l o n  

r é a c t e u r  ?i 3 en t rFes .  1~'rtltr~'r du b ~ l l o n  e s t  re l iGe h un r 6 f r i g é r a n t  d r o i t  surmont6 

d 'un p i b P ~  9 C a C l i  h i  ncconde voie  permst de rnyintonjr l 'ensomhle nous ntdiosphère 

d ' azo te .  Les d i f f e r e n t s  r 6 a c t i f s  son t  i n t r o d i ~ i t s  ?I l ' n i t l e  (l'une se r ingue  dans 

l e  réac teur  pFir la  troisikrne en t rke  qu i  e s t  munie rifiln ceptum. L '~ppcire i  llsce 

e s t  purgé par  l ' a z o t e  pondant 15 rnn. 

La rkduct ion proprement d i t e . c c n s i s t o  e n  l ' a d d i t i o n  

de O,? ~ l 5 x  3 de borane - méthyl - s u l f i d e  (B.M.s) f o u r n i  pa r  l a  f i rme  Aldr ich.  

Ce r é a c t i f  e s t  i n t r o d u i t  h l ' a i d e  d 'une ser ingue g o u t t e  k goiitt,o dtins l e  bnl lon.  

Le mélawe e s t  e n s u i t e  maintenu sous a g i t a t i o n  constante  pendant 4h.à l a  température 

ambiante. L ' a r r ê t  de 18 réduc t ion  e s t  e f f e c t u é e  p a r  l ' a d d i t i o n  de méthanol 

anhydre, gou t te  à g o u t t e ,  pendant 1h sous a g i t a t i o n .  La s o l u t i o n  est e n s u i t e  

séchée sous courant  d 'azote.  

Le rés idu  s e c  obtenu e s t  a l o r s  rn4thanolysé dans les 

condi t ions  d é c r i t e s  précédemment et l e  g lucose  formé e s t  dosé pa r  chromatographie 

e n  phase gazeuse. 

b) Réduction des ac ides  uroniaues  de l a  f r a c t i o n  F IV 

Le protocole de l a  reduc t ion  des acides  uroniaues  de 

l a  f r a c t i o n  FIV e s t  d é c r i t  p a r  l a  f i g u r e  1 1  . 
Le ~ o l y s a c c h a r i d e  e s t  méthanolysé e t  l e s  l i a i s o n s  

O - glvcosidiques  l e s  plils l a b i l e s  s o n t  rompues. Les fonc t ions  semi - aldbhgdiques 

d ~ a  oncs e t  oni tics :ion t. incc tliy l - cn  t,ccrJ T i  &PR c* t nin:li p r ~ i  1 I!:.~:P::. 1,cn prntlul t n :inyit 

ensu i  t e  pernct5ty16a e t son t  nolubili:i4s ci:irio l e  tr: Lraliytl rol'urnne. Ln. rrSr11ic t l  on 

p a r  l e  R.M.S e s t  i d ~ n t i ~ u e  h c e l l e  iic l ' nc j r i e  g l i i c i ~ r o n i q i i ~  e t  l e s  r n o n o s n c c h ~ r i d ~ s  

s o n t  dos6s pnr chromn t o ~ r n p h i e  en phase Rpizeu.ie. 1,c t,c:inni n i n  t.prnc', m6nni no:;7 t e l ,  

s u b i t  t o u t e s  l e s  opéra t ions  de la  r4di1ction 



P e r d  t y l a  t i o n  

1 
Réduction 

1 
Ft5 t h m o l y s e  
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Analyse e t  d o ~ a g e  

p a r  chromstographj e en -.- 6. 
phas? gazeuse 

Figure  : 11 Sch6mn gbnéral de l a  r6duct ion des acides l~ ron iques  
, ,*->\ - . !  

de 1s f r a c t i o n  FIV , - , ! ,y  ? 
! ,L$:Ly 
b 

p p p - p -  



R )  I s o l  ment e t  p u r i f i c a t i o n  

La mise en évidence, l ' i so lc~ment  e t  l a  p u r i f i c a t i o n  du 

2,4-di acetamido-2,4,6-tri d4oxyglucose ont  b t e  r4a l i sAs  i p a r t i r  de l n  f r a c t i o n  

F~ , ,  se lon  l e  nroci'.dé m i s  au noint  pnr SBkROlT e t  .JRAl;L@Z (64 )(1j ' i f l ir~12 ). PJous 

avons t r n i t d  de manière comnara ti ve 132 m g  du polys'.cicchnr.i (le svn th4 t j  s é  p a r  S a c i l l u s  

3iehebiformi.s (ATCC 9945) e t  3 mg du 2,4-diacr<tnrni ~10-2,4,6-trid~~oxv~lucose. Ces deux 

produ i t s  nous on t  ( t é  obligeamment f o u r n i s  par l e  D r .  SHARON. 

Jdes d i f f 4 r e n t e s  G t a ~ e s  de In  p rhpara t ion  du diac6tamidohexosc 

on t  Rté l e s  su jvan tes  : 

Les polysacchar ides  (le Bac i l lus  l i c h ~ n i f o r m i s ,  de Bac i l lus  1 
s u b t i l i s  ( f r a c t i o n  FIV) e t  l e  2,4-diacétamido-2,4,6-tridF:oxyglucose sont hydrolyses  

p a r  H ~ S O ~ I N ,  sous r e f l u x  à 100°C pendcuit 6  h. L'hydrolyse e s t  r e a l i s é e  de manière 

à ce que l a  concen t ra t ion  des polysacchar ides  e t  du dj~ic6tarnidohexo::s ne dPpasse pas 1 

fi, Chromatographie d16ckiange d ' i o n s  s u r  colonne de DCWFX ..................................................... 
\ 

50 x 8 s e l o n  BOAS ( 1 1 )  ----------------- 
Ln r é s i n e  ;changeuse d ' i o n s  e s t  l e  Dowex 50 x 8 (25 - 

50  mesh). Les dimensions des colonnes u t i l i s é e s  s o n t  de 3 r 40 cm. 

Après d i l u t i o n  des  hydrolvsats  s u l f u r i q u e s  e t  l e u r  i n j e c t i o n  

s u r  l a  colonne de Dowex 50 r 8, c e l l e - c i  e s t  kluée par  : 

- 500 m l  d 'eau d i s t i l l 6 e  : f r a c t i o n  A ( F ~ )  

- 300 m l  d'HC1 0 ,5  P : f r a c t i o n  B (FR) 1 
: f r a c t i o n  C (FC) 

: f r a c t i c n  D ( F ~ )  

L1  cid de chlorhydrique des  f r a c t i o n s  e s t  é l iminé sous  f  orrne d  ' azéotrope avec de 1' 6 tha- 

no1 absolu ,  pa r  d i s t i l l a t i o n  sous press ion r é d u i t e  l '6vnporation r c t n t i f .  

L 'opdrat ion e s t  rhp4t6e  t r o i s  f o i s .  

bT_ !hromnto,yrriptii~ ci ' (~ciinn(:c d ' i on::::iir col  o n n r  dp 110kT4X 50 Y 8 ........................................................... 
n ~ l o n  GARDELL (75 ) ------------- 
I,R r6s ine  6ch;tngeuse d ' i o n s  pst l e  Dowex 50 Y 8 (200 - 400 mesh) 

s t a b i l i s é e  dans 1 ' H C T  0,3 N. Les dimensions des colonnes s o n t  : 0 , 5  x 100 cm. 



Dilu t ion  

. E l u t i o n  H C 1  0 , 7  N 

I d e n t i f i c a t i o n  

P u r i f  i c s t i o n  

Annl yse 

F ' i q r e  : 12 Schém:i gc:ndral de l a  mise en h i d e n c e  du ;l,d-ac6tami(l0-2,4,6- 

trirIc'.oxyplilco::e :;elon SIINK'N e t  :i1 ( tl4 



l j ' ~ ' c t t - l ~ ~ L i  1 I O I I  !I t ! t ~ . l  l v,t l , !  e b , : l  i.,tl,i.i I \ * , I .  ' { t  O pl t l ' l l ( ; l  (*,  j N 

c ? t  o:it clircrnai toyrnptij  1: :lira 1.1 c o l o r i ~ i ~ ~ .  CnLl,n colcririr. r 1 : : t  ~;liic'c pci rs rie l l l lC1  Cl,? 71. 

Le d e b i t  e s t  de 7,5 ml/h n t  l e s  f r a c t i o n s  recueillies s o n t  de 2 , 5  m l .  

Anr% s4chnt:r s c u s  v ide  pn ~rc:n-rice tie sci~rio,  les Prr ic t ions  

s o n t  r e p r i s e s  pa r  1 n i 1  rl'eaii b i d j s t i l l ( 5 ~ .  ?ne n r i o o  rlt@sc.rii (le 10C;pl  e s t  r ( ' a l i s & e ,  

s u r  l a q u e l l e  noils ~ f f e c t u o r s  l e  rlosat;c tl'&;LSCTJ-IrCiFCNi aocii f j g .  

b)  J f i e n t i r i c ~  t j  on pli- c + i r o a 3 t o ~ r q o h i ~  '->t 6 1 ~ ~  trcphori:se du ~ a p i e r  

O( - Chrorn:ito<yr:i -----------e-------------- h i e  sur. pnpi ~r 

l 

1 ~ : ;  ']if  f r : r ~ n  ~ P S  Yr->cl,i orle: j ~ ~ 0 1  :a:: r),lr chr~rl:ltoyran}lin 

d '<change  d ' i o n s  s u r  cclonnn de D C c ; I X  5C) y t i  s e l o n  GAPDL'TJ, c ,cr t  chror,qtoprqr'?i.6es 
l 
l 
l 

siir p a p i e r  if2 dans les cvst?.rnes so1v1ni.s il? 1 (75) o t  de  PTSC?TP e t  T:SlT% ( 3 2 ) .  1 
I 

dans  l e  c n s  de l t i ~ t i l i : ; n t ~ i o n  tlu so1v:irit de T:~~ITHJDCS e t  18 h d g n s  l e  système s o l v ~ n t  

(le FISCIflCK e t  NY9EL. J,r:: clii.orri,i to~:r:irnriicn sort t rr'vc:l<':; p- i l  1 e rc':ic ti f' :IU n i  4,r.p t e  

d ' a r g e n t  e t  p a r  l e  r 6 a c t i f  i l a  n inhvdr ine .  

J,pç t ' l ec t rophcrk~:~: :  sent ri:71j 7 '01 xir piq)ipr  H2 pn u t i -  

l i s a n t  l e  tampon d e  MTCBL (66) 9 pH 7,3. L F . ~  condi tion!: o~)f:r:dtoire:; s o n t  : t e n s i o n  

10 ~ o l t / c r n ,  dur& : 4 h. 

JP:; é l e c  trophori'gr:~vrin.; nent  r " v l ' l A ~  ~ 9 1 %  l e  r t :act if  1s 

n inhydr ine  e t  uar l e  r 6 3 c t i î  au  n i t r a t e  d ' q r r ~ n t .  

c l  Ide r i t i f i c r i t j  on c? t csr7ct i : r i  r - - Q - i i l  2,A-disci:tami(lo-2,4,G- 
t r~icIc~r~x,v~~li~co:;r~ 1 ) T r  C ~ I * V I T I * )  ~ , O , ~ T . < I U ~ I ~  F'rI r,iici::~ ;::IZPII::C> ~t :;prc- 
t r o m 6 t r i s  tle r n n s s ~  

o( - FrvF:p:ir7 ti011 d ~ : :  a1 r l i  t o l n  ~ r r . i c , ' l  -i f.cs -- ----- ---------------- -- ------ ------ 

T,o corn~os6  pl  uc i  clj ~JI). j ml(: p# i r  chroma tcp-rsphie e d ' 6ch-înce 

deutisre. Ln ~r~rniEre ; inp i .  dii t rr j  teioent, d i i  pr odiij t ils l. :;a TT-acitplat,i on. Iloiis avons 1 
adop té  l e  proced6 de N-acé ty la t ion  d e  WIIITR (100). I 

1 nig du p r o d u i t  e s t  ~ ~ L : R O U : ~  (1:in:i r j c ~  mr:thanol a n h y t i r ~ .  1 
d ' a r g e n t .  Le m6lrint;,-e e s t  conserve' 6 h 5 Ir te~rir)c<rri>iir.e tlil 1:iborri toi l -e  e t  ?I l ' o b ~ c u r i t c ' .  



Le r n ~ l r i n : ~ ~  e s t  f i  1 trl' silr l a i  n o  d c  vc 1.1-FI qui (>?: t ~n:: i~i  tc> 1 -v~ :P  nbori4ri~iiin~nt: p-ir iii 

mc:th:inol ,inh,vrire. I,e f i  1 t,r:l t O:; t ::f'clir' :;OU:; courS;~ti t d ':I::(> t , r>.  

L8 deuxième &tape  c c n ç i s t ~  en  l a  r4ductjon p 9 ~ -  l e  boro- 

deut4rurp  de sodiiirn di1 r6s idu  sec .  

Lc i ~ r n d u i  t obtnnii prr:c/dci.irrinnt. t a s t  d i ssa i ls  d ~ n 8  1 m l  d ' ~ a i 1  

b j  r l i s t i l l c ' e .  10 m(-: de hororieii tf:rur& t l ~  :;otliiim s c i r i t  n,jciit".: '2 l a  s o l u t j o n  o i i j  est 

conse rv ie  une n u i t  i 1.1 terripc'rnture di1 l a b o r n t o j r e .  I,T :-c liitioiî e s t  s1o1-s n~ i l t r a l j sc :e  

e t  c7rnenc:e ?i pH 4 prir 1:1 prbojf~ctiori (Je Doriex 50 x Fi (25-50 mc::ti, forrric. ncicio). 

Ln s o l u t i  or! ne11tr:ili sc:~ es t  C i l  trc% :iiir l n i  ne ( l ~ v o r r ~ ~ .  l~ f j  1tr:i t e s t  sechi: 5 l t~ :v* i -  

porc? t eu r  r o t a t i f .  LP rc'sidu s e c  e s t  r ~ r ~ r i s  ~ 1 ~ 1 s i r ~ u r ~ i  f r l i  :i n-ir 5 m l  de .nc:thanol anhvdre 

e t  s6ch4 sous v ide  a f i n  d161jniiner 1 ' ac ide  borioue. 

La synthèse  du per~c~~t,vl-?,4-di:ic&tn~nido-2,4,6-trid/.oxy- 

g l u c i t o l  deutcCr(S p s t  r~:al i! i~ 'c  en t r n i  t:int l c  i > r c , r i i i i  t rr'llili 1. pT!1. 3CV" /11 di] ni(<l:irice 

pvridine/anh.vdride -?c&tiyue ( 1  : 1 )  pendant, 1 r i i i i  t à 1:. t ~ ~ a p ~ : r . n t u r e  nmbj : q n t ~ .  La pu- 

r i d i n e  ~t l ' anhydr ide  2c;tbque s o n t  r:liriini's 1)9~ s ~ ' c h r y ~  -:ous courant  d'azote. 

P - I d e n t i f  i c a  t i e n  p-ir chrornn to . r r r l~ l i i e  en pliase fpze~ise  ................................................... 

J, ' identif ic: i t ion d i ~  i1c'r~ic~'t!il-.?,4-di1c~:t:rr~iido-2,4,6- 

t ~ ~ i d ~ ~ o x v ~ ~ l . u c i l . o l  li~ut.'rc' j,r&par+: 'i n-tr.t.ir d e s  po lv r . ;~cc ! î , i r . i~ l~~~  do 9:icilliis s i l b t i l i  s 

e t  U s c i l l u s  li c h ~ n i f o r m j  s, 8 6th  r g n l i s g e  p a r  C ~ I ' O T ~ ~  tograrSI  P en nhast3 E ~ Z P U S P  A 

l ' a i d e  d 'un chrorn:3 t o g r ~ n h s  'Jnrian areogr:iph nodfln 12CC. I n colozni! u t i l i s i e  e s t  

une colonne en v e r r e  d'D'J 17 7 17 100 niir ch~oinosorh 'd (A-')\) DI'CS (100-12C mcsh). 

C e t t e  colonne a une loal-ilcur (le 3 m e t  I D  d i m i  t r ~  inty7 1~111% -:it cle 3 mm. I n  p?z 

vec tour  e s t  l ' a z o t e  e t  son d i b i t  e s t  de 20 nl/nn. Ln tnrnpccr.~ture de !î colonno e s t  

de 230°C. L ' i n j e c t i i i r  e t  IP dAtscteur  s c n t  i une trsp':rnt.u-P rle 2T'OC. 

L1 4 tudc du perncc: tyl-2,4-<ti:ic,' telmi do-2,4,6-trj rl6oxypluci t o l  

deutkrd  a iIt6 r 6 n l i s 6 e  p a r  spcct romdtr ie  de niasse. L1rpp:1r .~i l  u t . i l i s 8  e s t  iin spec- 

t romètre  Perkin-Elmer modèle 270 B coupli: h un chronin t,c~t:r:iphc. en  phase grizeuçe V a r i m  

aerograph modèle 1520 3. 

1,~:; ~xpc:rirri~rit:itj c n ?  ont, 1:1 ,' r.{': i l  i ::~<P:I d*iri:.r 1 ~ : ;  contli t i  on:: 

~ i i i  vtin tcn : 

- 1-1 : ; t lc~ct~'ptr~r: tr i~ d p  11,3:*:;0 :I f '  l (: y(c:Ilj :;+:p SOUS Une 

é n e r g i ~  dl ionis : i t ior i  de 70 eV e t  un cousant c l ' ionisnt ion de 00 A. I,a tempCrnti1re de 

l a  chambre d ' i n j e c t i o n  pst de 170°C. 



phase gnzeune e:;f; d e  %30°C. 

Les s p e c t r e s  de mause on t  6tr; er~re6;istr i :s  au maximum 

d ' i n t e n s i  t B  des  p i c s  chronqtographiq~ies.  

Ce t r a v a i l  P pu g t r e  rc':iljsd yr.,?ce 7 13 collabc>ration 

s c i e n t i f i q u e  du D r .  FAYER du Kax-Planck I n s t i t u t  rie f i ~ i h i i r g .  L1-nslyse  des  rés i i l  t a t s  

obtenus a f a i t e  en co1 l~bor : j t ion  :ivec le Dr. FCjUHFI.:'?. 

3 - I l ise en évidence de l a  pr;:;er!ce (ln res id i l s  il'hexosamineç 
non acXtyl6s dans l n  f r a c t j  on F 

JV 

L.7 ,!~,~:irl!n?'n5.tion n i  i;reuic. ,le.- ?~nxos:,ini ne:? non :ic~:tylF'e:; 

qu i  s e  sj tue ?i 1 ' j nt;érieiir d ' i i r i f i  cliîîric. aolyc-icch-lri di q i i ~  9s t, flLsnrnj n k ,  1 ~i l i  ctison 

O-glycosidique est roinpum nvec l n  forrnstion rl i i  %,5 'ir1hyrl ~ O ! ~ P X O T P  en posi 1.j on  t e r -  

minale r i d u c t r i c e  (HOOK et, fi (43) ). Le schk~n7 r r ' a c t i o n r ~ l  r ~ s t  indini~c: d9ne l a  

f i g u r e  13. 

a )  Mode o p 6 r s t o i r e  

3 ,5  PC; d e  la f r ~ c t i o n  FTa ::on!, incilb6s, '1 tPvn13c:ratllre 

ambiante, dans 80CF dliinn so l i i t ion  de n i t r i t e  (le :;ociivni-:iai~ls nc6tique (3,9 !:/O, 

28 N) prbparee cxt~rnpormc~nipnt,  pendant 1 G Inn. 

L ' incuba t  e s t  e n x i  t e  ncutr-7li r-1; r ~ n r  8 m l  d ' a c i d e  a c 6 t j  n i i s  

1 M. La s o l u t i o n  e s t  dessnl6e Dar passogc. s u r  unn colonn-  de Dowex 5 C  x 8 (25-50 mesh) 

forme a c h t a t e .  L161ution c::t r&. i l i sée  par (Je l ' r c j d e  .icc<tiqile 1 PI. L ' e f f l u e n t  e s t  

e n s u i t e  &ch6 ?i. l tc- 'vnpornteur r o t a t i f .  

b) Mise e n  4vidence r17r c h r o r r ~ : i t , ~ ~ : r ~ p i ~  C i l  t :trnisnge r n o l 6 c u l ~ i r ~  
dc.3 r>ror!ui t:; tic ciP[:rnl;icn 

Ln f i - a c t i o n  FIV, a,y3nt :utlie l n  d~siirnin:~ ti on n i  treu:;?, 

e s t  chrornnto~rrriphi(~e ::ur un? colonric rl 'TTli,ro~~r>l Ac/\ 31. J,e t:pI pst ::tnbj 1 j sl; d q n ~ .  

l e  t:irnpon ~~hc-~r:pli:i tc. 10 riil-7, pl1 6,7. 1,~:: cli rnr3ri:ii nri:i iIp 1 :i col o i l r i i  ::riri l, rlc 1 X t!@ cm. 

Le d é b i t  e s t  d e  4 nil/h, IF.:; frqac t i o n s  :iorit rlc 2 r r i l .  II:? colot i r i~  n ('t,,: ps~':ilcilil errinri 1. 





V - Hydrolyse enzymatique -- -------------- de l a  f r a c t i o n  -- F 
-------------A---------------------- - I V  

L' l1 Enz+pe X " u t i l i s F e  par l a  Société RAPIDASF: s e  

présente sous l n  forme d'une poudre atomis4e soluble  dans l e s  solvants  aqueux. Une 

so lu t ion  enzymatique a  l a  proprieté  de diminuer l a  v i scos i té  des moûts de fermentation 

visqueux de Baci l lus  s u b t i l i s .  

Nous exposerons brièvement l e  procéd4 de pu r i f i ca t ion  de 

1' " Enzyme X que nous avons m i s  au point en col laborat ion avec DFLEBASSEE. Les 

methodes employées pour montrer que l a  f r ac t ion  F e s t  l e  subs t r a t  spécif ique de 1 V 
l'enzyme seront  déc r i t e s  avec plus de précis ions.  

A - Isolement e t  pur i f ica t ion  de l'enzyme 

1 - Défini t ion de l ' a c t i v i t é  enzymatique 

La force enzymatique d'une so lu t ion  e s t  déterminée par l a  

mesure de l 'abaissement de 15 p  100 de l a  v i scos i t6  d'un moût de fermentation de 

m l l u s  s u b t i l i s  ( comprise en t r e  17 e t  35 cent ipoises  ). La valeur  de 100 uni tés  

correspond arbi t rairement  à l a  quant i té  d'enzyme nécessaire pour f a i r e  ba i s se r  l a  

v i scos i t é  de 15 p  100 en 1 h  à 40 OC. 

2 - Pur i f ica t ion  de 1' " Enzyme X 

Nous pur i f ions  1' " Enzyme X " ?i p a r t i r  de l a  poudre 

atomisée préparée industr ie l lement  pa r  l a  Societé  RAPIDASE. Les d i f f é r en te s  étapes 

de l a  préparat ion de c e t t e  enzyme sont déc r i t e s  dans l a  f igure  14 . 
a)  Préc ip i ta t ion  acétonique 

- .-A 
10C g d'enzyme atomisée ( 10 000 u / ~  ) sont dissous dans 

une so lu t ion  aqueuse d'ethylène diamine té t raace t ique  ( EDTA ) 1 0 - ~  M e t  de 

phényl méthyl sulfonyle f l u o r u ~ e  ( PMSF ) lo4 M. IJfEDTA inhibe l e s  protrimes neutres  

e t  l e  PMSF l e s  protdases a lka l ines  qui  d4gradent 1' " R n z p e  X " en  solut ion.  

Unvolume d'acétone f r o i d  , -10 O C  , e s t  additionné 

lentement p e n d ~ n t  1 h  sous ngi tat ion douce. I,R p r ( i > c i p j t ~ t i o n  e s t  t o t a l e  aprhs un 

sEjour de 4 h B une t;ernpr:r~ture tie -10 OC. Le pr/.cj.pi t 4  ~ 3 1 ,  r e c u e i l l i  par centr i fu-  

gation. Toutes ces  opdrations se  d6rouleng h l a  tempcrature de -10 OC. 



Enzyme brute atomisée 

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

b Surnageant 

Précip i tat ion par le sul fate d 1 a m m o n i u m ( 6 ~ 1 0 0 d e S )  

b Surnageant 

Fractionnement sur colonne de  D E A E Cellulose 

élut ion à 1 'eau 

élution par tampon phosphate 
ph6 '7  7 0 m M  

Elu t ion par tampon phosphate ph6 '7  120mM 

. 

Figure 14: Schéma d e  la pu r i f i ca t i on  de l ' enzyme 



L10p6rat ion e s t  r épé tée  encore deux f o i s  dans des  cond i t ions  ident iques .  

b) P r é c i p i t a t i o n  par  l e  s u l f a t e  d ' a~nmonium 1 

Le p r é c i p i t é  obtenu précédemment, e s t  r e p r i s  p a r  100 m l  

d 'eau d i s t i l l i ' e  renfermant de llEDTA IO-' M e t  du WSF  IO-^ M. Ce t t e  s o l u t i o n  e s t  

a l o r s  amenée ?i 60 p 1CO de s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'amonium par  l ' a d d i t i o n ,  sous  

a g i t a t i o n  constante ,  de 150 m l  d'une s o l u t i o n  s a t u r é e  de SC (NX ) Aprés une 4 4 2' 
n u i t  à 4 OC, l e  p r 4 c i p i t é  e s t  r e c u e i l l i  pa r  c e n t r i f u g a t i o n  : 17 000 t / m ,  1 h, 

cen t r i fugeuse  Beckman JA 21. Le p r é c i n i t d  e s t  r ed i s sous  dans un volume minimum de 

l n  s o l u t i o n  aaueuse contenant de 1'EDTP loJ M e t  du RSF  1 0 - ~  M. Ce t t e  s o l u t i o n  

e s t  d i a l y s é e  pendant 24 h à 4 O C  c o n t r e  une s o l u t i o n  i2en t ique .  

c )  Fractionnement s u r  colonne de DEA?-Cellulose 

90 m l  de l l a d i a l y s a t  s o n t  amen& 4 1ûG m l  par  l ' a d d i t i o n  

de tampon phosphate 100 dl, pH 6,7.  Ce t te  s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  chromatographiée 

s u r  une colonne de DEU-Cellulose (2 ,5  X 30 cm) e q u i l i b r é e  dans l e  tampon phosphate 

10 dl, pH 6,7. 

L a  colonne e s t  é luée  p a r  un tampon phosphate 10 mN, pH 6,7 

p u i s  p a r  des  tampons phosphate pH 6,7 : 70 aM, e t  120 mM. Le d e b i t  dl é l u t i o n  de l a  

colonne e s t  de 40 rnl/h, l e s  f r a c t i o n s  r e c u e i l l i e s  o n t  un volume de 20 m l .  

L ' a c t i v i t é  enzymatique des f r a c t i o n s  e s t  repérée  par  l a  

mesure de l a  b a i s s e  de v i scos i t e '  de 15 p 100, en 1 h 31 40° C d'un moût visqueux. 

C e t t e  manipulation e s t  rt:alisne à l1 a i d e  d'un vi~coçirni?tr.e Er~precht  t,ype bis-r-1 

équipé d'une cuve de 150 m l .  

B - Mise en bvidence de  l 1 a c t i v i t 6  endo#lycosidasique de l a  f r a c t i o n  
enz.wati  que pur i f iGe 

1 - Conditions d '  hvdrolgse 

Il lhydrolyse enzymatique do l a  f r a c t i o n  F a d t &  r 6 a l i s é e  IV 
dans l e s  conditiorirt dc ptl cl6tcrrninr:as pnr l)FX,RRAT;C.RS ( 23) .  I n  tampon u t i l i s i .  e s t  

un truripon phoophnte, 10 mM, uli G,7. 



b) Température 

La f r a c t i o n  F e s t  mise &-incuber en présence de l a  I v 
so lu t ion  enzymatique à 37 OC. 

c )  Durée d'hvdrolvse enz,ymatiqiie 

Pour l a  mise en évidence de 1' a c t i v i t é  endoglycosidasique, 

nous avons cho i s i  une durée d'hydrolyse de 24 h. 

d) Mode opératoire  

4 m g  de l a  f r ac t ion  FIV sont dissous dans 2,2 m l  dreau 

b i d i s t i l l é e  e t  0 ,2 m l  d'une so lu t ion  enzymatique ayant un t i t r e  de 3000 u n i t é s  par m l  

y sont  a joutés .  L'hydrolyse es t  conduite dans l e s  conditions opératoires  d é c r i t e s  

précédemment. Une gcut te  de chloroforme e s t  additionnée pour é v i t e r  l e s  i n fec t ions  

bactériennes. L'hydrolyse enzymatique e s t  a r r ê t ée  par chauffage de l ' i ncuba t  à 100 O C  

pendant 5 m. 

2 - D4terrnination de l e  v i scos i té  in t r insèaue  de l a  f r a c t i o n  F 
hydrolys ke 1 V 

La v i scos i t é  intr insèque de 1 4  f r ac t ion  F hydrolysRe r v 
e s t  d4 t~rminée  selon l a  méthode dec r i t e  p a ~ e  : 43 . 

3 - Etud'e par chromatographie de tamisage moléculaire des produi ts  
d,e dbgrndn ti on 

La frbaction FIV hvdrolys6e cn t  chroma togrsphi 4e s u r  une 

colonne de Riogel P-150 s t a h i l i s 6 e  dans l~ tampon phonphn t e  $1 6 ,5  , 10 mm. L e s  

dimensions de l a  colonne sont d~ 1x60 cm. Les f r ac t ions  co l lec tées  ont un volume 

de 2 m l ,  l e  débi t  e s t  de 6 rnl/h. Iln colonne a é t é  b t a l c n n k ,  dans des condit ions i d e n t i a  

ques, par l e  Bleu dextran, l a  f r ac t ion  IlIy nat ive e t  par une quant i té  dlenzvme &gale 

à c e l l e  ayant é t é  u t i l i s é e  pour l 'hydrolyse. 

4 - Mise en évidence de la diminution de I n  masne moléculnire 

a) Ultracentr i fugat ion analvtiaue 

La f r ac t ion  'FI y dCpolymkri srse par 1 ' enzyme e s t  d ia lysée  

pendant 3 jours  contre de 1' eau d i s t i l l é e  puis lyophil isée.  L'expérimentation a é t é  

r é a l i s é e  avec l 'u l t racent r i fugeuse  analytique Beckman modèle E. Les échantil lons à 



~ n a l y s e r  s o n t  d i s s o u s  dans  l e  tampon Tr i s -  H C 1  C i ,  1 F" , #II 7.25. Les sxp4rirnentation:: 

î o n t  r6alini:na niir : IR f'riictjon PTV nnt i  VI? (2 inc/rnl), l n  t r ~ n c t i o n  F hydrolysi<e 1 v 
( ~ r n g / ~ l )  e t  la f r a c t i o n  F~~ hydrolysée contenant  l a  f r a c t i o n  n a t i v e  comme marqueur. 

La v i t e s s e  de r o t a t i o n  e s t  de 48 000 t/mn à 20 OC.  

b) Détermination de l a  masse molécula i re  par  chromatographie de 
tamisage moldculaire 

L 'hydrolysat  enzymatique de l a  f r a c t i o n '  F a é t é  chrometo- 
1 Sr 

g r a p h i é  s u r  une colonne d l U l t r o g e l  AcA 34 ( @ , 8  Y 80 cm) qui  e s t  s t a b i l i s B e  dans  l e  

tampon phcsphate 2C0 mF4 , pH 0,8. C e t t e  colonne a é t é  6tzlonnGe p a r  l e  Bleu dex t ran  

2C00, l a  S é r o t r a n s f e r i n e ,  l a  Sérum albumine bovj ne ,  l a  g lobu l ine  e t  l e  cytochrome C. b 
C - I4ise en c:vitl~ncc da l ' a c t i v i  t 6  ~ndo-11-ncity1hcxos:trniriidriçique dc l n  

s o l u t i o n  enzvrnati que 

Après. hydrolyse enz,ymatiqi~e d~ l a  f r a c t i o n  F IV ' il e s t  

p o s s i b l e  de met t re  eri t :v i r lmc~,  par 1~ rnbthocle c c l o t i e  (le FT:JSYTG e t  fi 
(KONTRFXJTL e t  SPTK ( 6 $ ) ,  l t : t n n a r i t i o n  d e  r4sidir tle K-aci' t y l h c x o a a ~ n i n ~  en posi  t i o n  

t e rmina le  réduc tri ce. 

J,cs TT-acb tv lhexosa rn i r~e~  , cn n o a i  ti  on i,er.ij na le  r6cIuc tri ce, 

don t  IB f o n c t j o n  a lcool iq i ie  e n  4 e s t  l i b r e ,  donnent, p a r  c!iailffage e n  m! l i e u  a l c a l i n ,  

d e s  chrornogènes que 1 'on p ~ u t  d e n t i f i  e r  e t  c:irac t i h i  ser. 

2- Dlode o p é r a t o i r e  

L1exp6rimcntation a Bt6 r t ;a l i s6c  d c  maniGre h, s u i v r e  I n  

b a i s s e  de v i s c o s i t t i  de l n  f r a c t i o n  F e t  l ' a p p a r i t i o n  d c  {~roupements N-nc4tylhexo- J V 
s d n y l s  e n  p o s i t i o n  réduc tri ce. 

1 4 0  i n 1  d 'une s o l u t i o n  Ei 0,04 p 1CO de IR f r a c t i o n  FIV , 
dans l e  t~rnpon p h o s p h a t e - c i t r ~ t e  10 mM, pH 6,5 , s o n t  h , v d r o l y ~ t h  pur 2 m l  de  l a  

s o l u t i o n  ~nz~vmnt iquc  apnrit un t i t r ~  d e  7000 t l / m l .  La tempc:rntur~ d ' incilbntion e s t  de 

25OC. 

I les  v i s c o s i t é s  s o n t  mesur4es h 1' n i  d 5  d 'un v i scos imèt re  

de type Gpprecht i b l l S - r - 1 ,  nilx tcnip:j : 0, 1 rnn, 2 mri, 5 ri i r i ,  10 nri, 15 riin, 30 niri, 1 h ,  

2 h ,  3 h,  4 h, 20 h . e t  24 h. 
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1 ) ~ : ;  p r j  SP:: (1'  nrignj r l t ~  C,4 m l  r : n p i  t r,:nl i - ( : c g .  Ces so111tj nnn 

s o n t  sdrli t i  o n n k s  de 0,2 r n l  de tampon bor..iI;e pu i  n pl8ic:r'r:; ni] bniri-n1;iri.e b o u i l l a n t  

pendant 3 rnn pour a r r ê t e r  l ' h y d r o l y s e  enzymat,ique. Iles M-acb t ,y lhexosemir i~  s o n t  a l o r s  

dosées  colorim4triquement.  



T R A V A U X  P E R S O N R E L S  
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Ttilde de l a  p r b p ~ r q t j o n  e t  nn~lyc ie  
p11yoi co-chiini que d u  iiiilcii.; 

Le terme de mucus a  d t 6  donne ?i l ' e x t r a i t  aacromoi~cu-  

l a i r e  i s o l é  des milieux de fermentat ion visqueux de S a c i l l u s  s u b t i l i s .  Les é tudes  

a n t é r i e u r e s  de RF:T!SENC(I[JRT e t  PIIOUVJER ( 10) e t  de DELESASTEE e t  SAIJOH (22 ) ont 

montré que l e s  moats de fermentat ion pouvaient donnpr des  mucus d i f f e r e n t s .  Ces 

r é s u l t a t s  d i s p a r a t r e s  e t a i e n t  dus au fa5 t que l e s  mdthodes d ' isolement du mucus 

e t  l e s  q u a n t i t é s  de mil ieu  de fermentat ion t r a i t & e s ,  é t a i e n t  t r o p  f a i b l e s .  La n a t u r e  

des  composants e t  l a  v i s c o s i t é  des moOts v a r i e n t  également d 'une fermentat ion à 

l l ' a u t r e .  Aussi, nous avons c h o i s i  de t r a i t e r  une grande qi lant i té  (170 1) d'un moût 

I de fermentat ion unique : l a  fermentat ion 895, p résen tan t  ilne v i s c o s i t é  de 35 c e n t i -  

po i ses .  NOUS nous soinmes donc a t t a c h é s ,  dans un premier temps, 9 l a  mise au po in t  

d 'un procedé de p répara t ion  du mucus, pu i s  nous en avons f a i t  son 4tude physico- 

chimique. 

Etude de l a r 6 p a r a t i o n  du mucus ---------- -- ------------- 
---A--------------------------- 

A - Analyse q u a l i t a t i v e  du procédé d ' isolement du mucus 

'Les d i f f é r e n t e s  é tapes  de l a  n rhpara t ion  du mucus : 

f i l t r a t i o n  s u r  t e r r e  de d i î tonf ies  e t  p e r l j t e s ,  f i l t r a t i o n  s t d r i k e  e t  u l t r a f i l t r a -  

t i o n  s u r  membrane Amicon 50 OOC, nous on t  permis d 'obtenir-  un e x t r a i t  macromolé- 

c u l a i r e .  La mGthodologie emplo,vée é v i t e  l e  recours  h des  proc6dds chimioues d ' i s o -  

lement qui r i s q u e n t  de déna ture r  l e s  composants i u  milici1 d e  fermentation.  Nous avons 

pr8paré un mucus unique e t  l e s  méthodes ernplov4es reproduisent  c e l l e s  qui s o n t  

u t i l i s é e s  pour l a  p répara t ion  de 1' o( - amylase : ce mucus colmate l e s  f i l t r e s  em- 

ployés  par  l a  Socidté  RAPIDASE e t  présente  une vi scosi  t d  Elev6e. 

B - Analvse q u a n t i t a t i v e  

170 l i t r e s  de l a  fermentat ion 895 on t  s u b i  l e s  d i v e r s e s  

é t a p e s  de p repara t ion  du 1niiciir.La viscositc: du m i l i ~ u  d e  fermentat ion t o t a l  e s t  de 

35 cen t ipo i ses .  110~3 expril~lons c c t  t.e viscoo i  t6 eri cc11 t i  l )n i  ne:; c n r  i 1 e s t  iinpossi b l e  

de c a l c u l e r  la  v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  d 'un inil ieu :lus3i h6 t4rog&ne. La s o l u t i o n  con- 

c e n t r é e  s u r  membrane  mic con 50 000, lavée cinq f o i s ,  R un volume de 24,S 1. 



LA l y o p l ~ i l i  30 Lior) de CL' 1, LC :~ol i i  t.l or1 doiiiio 120 1: c i  ' i ~ r i r ~  [ ~ o i t t t  r.c cor1 ! . t . r ir lr i  t 10 1) 1 OO 

d 'eau de condensa tiori. Ce mucus lyoplii li:i6, dorinc dc:: ::O] I I  tiori:i itqucu3es dont l n  

v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  e s t  de 258, 5 ml/g .  Ces s o l u t i o n s  s o n t  logèrement pigmentees. 

Le mucus e s t  p a r  con t re ,  i n s o l u b l e  dans l e s  s o l v a n t s  orgtiriiques t e l s  que : 6 t h e r  

é thy l ique  , mé thanol  , acétone , té t rahydrofurane . 

C - Conclusions- 

Le proc4dé de u t i l i s e ,  u l t r a f i l t r a t i o n , n o u s  

a permis d ' i s o l e r  des milieux de fermentation de Bac i l lus  s u b t i l i s ,  un composant de 

n a t u r e  macromoléculaire. Les mic romolécu l~s ,  4limin6es p - r  l e s  c inq  lavages  suc- 

c e s s i f s  du concentrf? s u r  m~mbrnne h i c o n  ne c o n f h c n t  ntlciirie v i s c o s i t é  h c e s  e f f l u e n t s  

e t  e l l e s  ne provoquent pas  de phenomènes de colmatage d e s  f i l t r e s .  C 'es t  l e  mucus 

macromoléculaire responsable de l a  v i s c o s i t é  que nous e tudierons .  

11 - Etude phssico-chimique du mucus 

Nous avons essayé de car.ict4ri::or l e  mucus p,ar l ' é t u d e  

de sa composition centésimale en  g luc ides ,  en p ro t6 ines  e t  en phosphore. 

A - Composition centbsimale ~ l u c i d i q u ~  

Zes r 6 s u l t a t s  apporté:: p a r  1' nna1,vse de l a  composition 

centés imale  e n  glucide  ( t a b l e a u  V ) montrent que l e  mucus r e n f e r m ~  49,2 p 100 de 

composés g1ucidiques:Près do  l a  rnoiti6 de ces  gluciden,  ?4,3  p lO0, son t  des  mono- 

sacchar ides  neutres. Par con t re ,  l e  taux d ' a c i i l ~ n  i i ~ o n i a u e s  es t  re la t ivement  f a i b l e  : 

4,5 p 100. Les r6sicius de N-oc6tylhexosaniine~: en ciunntitd importante (20,4 p ICO), 

sont  ca rac  t é r i  o t iques  des mucus t r ? s  visqueux (BF:T~I~S~ICOITRT e t T'I,OUrLJER ( I O ) ,  

DRLEBASSEX e t  SAîlOR ( 22) ) . 

B - Composition en  a z o t e  e t  p r o t é i n e s  

L 'analyse  de l a  compo~jition cent8simnle glucidique,  montre 

q u ' i l  e x i s t e  un indose de 50,8 p 100. Nous avons cherch6 à exp l iquer  c e t  indos4 

par  l ' i d e n t i f i c a t i o n  d ' a ~ i t r e s  composants, cn p n r t i c u l i e r  1~ rir6sence d e  p ro t4 incs .  

I,ri terieur en azo te  (lu milci l r i  n t: ti: (If: termiric:e p n r  1 ri 

méthode de XJELDAHL après  minérh l i sn t ion  des é c h a n t i l l o n s  e t  l e s  r d s u l t a t s  obtenus 



Tableau V :Composition centésimale du mucus M895. 

~ésultats exprimés en p. 100 du poids sec . 



onnt r6çum6s tlrino le T r i b l ~ q i i l  V . 1~ t c~ii~iir e n  iizn t.c t.o tnl tfc 7 ,  1 0  p lt '0,  1: i i : : : ;~ 

pr6,juger d o  l r i  p r 4 n e n c ~  11 ' iiric oiiriri t j  b4 i ninor t n r i l , ~  clc p r o  ld6ir~e:~.  Tln v:il e u r  npproci16e 

du taux de  p r o t é i n e ,  30,6 r, 100, a 4td calculr:e en  m u 1  t i n l i a n t  l e  t a i ~ x  d 'azo t e  

p ro t id ique ,  ohtenu p a r  so i i s t rac t ion  de l ' a z o t e  g l i ~ c i d i q u e  des hexor:arnines du taux 

d ' azo te  t o t a l ,  par 1~ f a c t e u r  6,25 d6terminé pour l a  s6riim albumine. 

C - Composition en  r~hosphore du mucus 

FIous avons recherch4 l a  prbsence d l  com~oaés  mindraux dans 

l e  mucus, en p a r t i c u l i e r  l e  phosphore. Le taux d e  phq)korc- minp'ral, 5 p 1CC l a  

masse du milciis, a é t 4  tir'terrniné aprhs  l a  d e s t r u c t i o n  des  c:chantillons e t  dosaqe 

selori I n  rn6thotie cin AL1,~t:N (, 2 ). LP dot;;~~e du pho:-r~hore l i b r e  p ~ r  cc3tte même mc:thode 

s ' e s t  r é v 4 l é  n é g a t i f .  Le phosphore e s t  donc l i é  aux moléciiles organiques. D ' w t r e  p a r t ,  

l e s  t ravaux de BURGER ET GLASER (13 ) o n t  montré que Bac i l lus  s u b t i l i s  s y n t h b t i s e  

des  a c i d e s  glycéro-téichoïques.  O r  BETII?UCOUiiT e t  PLCUVIER ( i p  ) ava ien t  montr4 l a  

présence de g l y c é r o l  d:ms l e s  mucus é laborés  p a r  3 a c i l l u s  s u b t i l i s  souche Rapidase. 

Nous exprimerons donc l e  taux de phcsphore en  taux de glvcérol-phosphate, s o j  t 

8,9 p 1C0 du p o i d s  s e c  du mucus 6 tud ié  ( ~ a b l e ~ u  V ). 

D - Conclusions 

L 'analyse  des  r 6 s u l t a t s  ( r 6 u n i s  dans l e  Tableair V ) de l a  

composition centdsimnle en g l u c i d e s ,  p ro té ines  e t  en phosphore orr<ai~i que, montre 

l ' h é t 6 r o g é n é i t é  du mucus. TTous remarauerons cependnnt, aile ce mucus e s t  r i c h e  en 

g l u c i d e s  e t  en c o n s t i t u a n t s  chargés électrondeatjvement : ?cides  uroniques e t  phosphore. 

Le phosphore e s t  l e  s e u l  comnos.int min6ral du rnuciis c a r  l a  recherche d ' a u t r e s  é l iments  

minGrailx, en  p a r t i c u l i e r  le:; sillf:ites, 3'  e s t  ~6v4l ( : e  n6cr:i ti ve. 

L 'enç~mble  de CFJS r( :si>ltntç ne  rious permet vas de c a r a c t é r i -  

s e r  l e  c o n s t i t u a n t  qui e s t  responsable  de la  v i ç c o s i t 6  importsnte  du mucus. Aussi ,  

nous e s s a i e r o n s  de  tr.oilver ~ P S  C ' l A n c 3 r ) t ~  n6ccsss j  rcs :i son iden l i f i  cn t,î or1 p q r  l e  

fractionnement du rnucus e t  1' &tude des d i f  C6reritf.i~ ~ T R C  t i  oris a ins i  obtenile:3. 



-- 
E'rsnc t i onriemeri t (111  rniicu:: pqtr. ctir.orrin tori.:iphj r c l  ' clctin1,tfi:c cl ' i ons  

Ntiide phyi:j co-chj rrij clils i lc:~ di f'fc'r~ntri cori::ti 1,ilrint:i i : iol iCn . d 

La présence dans l e  mucus dc c o n s t i t u a n t s  chargés é l e c t r o -  

négativement, nous a condui t  à employer l e s  techniques de chromatographie proposées 

p a r  HAFIADA e t  & ( 39 ) pour l e  frac.tbnnement d '  h6téroaolysncchar ides  g l y c s r o l -  

phosphate. 

Le mucus 895 a é tk  f r a c t i o n n e  pRr chromatographie d'échange 

d ' ions  s u r  colonne de Dowex 1x2, forme cl-, 20C-400 mesh. Une 4tude o u a l i t a t i v e  e t  

q u a n t i t a t i v e  a & t é  r d a l i s é e  s u r  c e  type de ffnctionnement a i n s i  que s u r  l e s  d i f f é r e n t e s  

f r a c t i o n s  obtenues. 

1 - Fractionnement dii mucus 895 par  chromatographie d16change d ' i o n s  s u r  colonno ---- ---- ---------- 

Après d i v e r s  c s s a i s ,  l e s  mei l l eurs  r é s u l t a t s  de f r a c t i o n -  
C nement du mucus o n t  &te  obtenus grâce  a l ' é l u t i o n  de l a  colonne de Ilo.riex lu2 par 

un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de m o l a r i t é  c r o i s s a n t e  ( O  à 1 M) en  acide  chlorhydriqiie. Le 

p r o f i l  d l é l u t i o n  e s t  montré d,ans l a  f i g u r e  16. 

~ A - Etude du p r o f i l  d f 6 1 u t i o n  

L 'échan t i l lon  du aucils 095 à a n a l y s ~ r  e s t  d i s sous  dans ~ de l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  e s t  déposé s u r  l a  colonne. L'Glution de c e t t e  colonne par  

1 300 m l  d 'eau d i s t i l l é e  nous permet d ' i s o l e r  l a  f r a c t i o n  FI. Le repérage des  oses 

1 to taux  par un microdos:vy nu phénol-sulfuriaue e t  l'ribsorhnnce des  protXines 230 nm, 

montrent 1~ n a t u r e  glgcoprot,i riiqi~e de c c  t t e  f r n c t i  on. I,n f r n c t j  on F j PO]  (:P, rechroma- T 
tographiée s u r  une colorine iden t ique  prc:al:iblern~rit r6g&ri&rAe, n '  e:i t pas re tcnuc .  Ce 

r é s u l t a t  prouve que nous n'avons pas b f a i r e  A un ph4nomène de s a t u r a t i o n  d e s  s i t e s  

4 c h ~ n g e u r s  d '  i o n s  de l n  r 6 d  ne. 

I Chin tre nu t r rn  f r ~ c t i  onv: F r i p  " T T I ,  
FTV , e  t F s o n t  en:mi tn  v* 

I i s o l k e s  en e l u a n t  l a  colonne par  l e  g r a d i e n t  de mola r i t é  en  a c i d e  chlorhydrique 

 ableau au VI ). 
1,n f r a c t i o n  FTI e s t  6luc'e en dnhut tir! ~ r r i d i e n t .  ?on nhnor- 

bance & 2H0 nm montre sa na tu re  peptidiqiie. E l l e  ne po:;::hdc. p:ts d~ ~ l i i c i d e s .  
' 

Pour une molar i t6  en a c i d e  ciilor.hyrlriqile de  0,075 il e s t  

1 p o s s i b l e  d ' i s o l e r  une f r a c t i o n  glycoprotidirjue:  l a  f r a c t i o n  FIJI; Le reperage se lon  





l a  méthode de ALLRTJ ( 2 ) montre que c e t t e  f r a c t i o n  conl,innt t r è s  peu do phosphoro. 

Par  c o n t r e ,  e l l e  e s t  r i c h e  en hexosarnines. i 
Lorsque la  mola r i t é  e n  acide  chlorhydr ique a t t e i n t  une v a l e u r  ' 1  

d e  (i,14 M, la f r a c t i o n  FIV p s t  Gluée de l a  colonne. C ' e s t  une f r a c t i o n  p o l y s a c c h a r i d i q u ~  1 1 

c o n s t i t u é e  de g l u c i d e s  neu t res ,  d ' hexosai- in~s  e t  d ' a c i d e s  uroniques.  Ce t te  f r a c t i o n  

pr6sente  en  o u t r e  une grande v i scos j  t 6  e t  l e  p r o f i l  dlr:lution n ' e s t  pns s~rmi t r ique .  

Ln f r a c t i o n  l a  p l u s  re tenue s u r  l n  colonne d'échnngeur d ' i o n s  1 
e s t  l a  f r a c t i o n  FV. E l l e  e s t  Gluée pour des m o l ~ r i t 6 s  en acidt .  chlcrhydr ique de  0,325 M. 

f r a c t i o n  FV e s t  caract8ri::ée par sa r i chesce  en uhosphore e t  en oses  neutres .  Cet 

h4téropolgsacchar ide  ficide possède en oiitrc, des  ficities uroniqiies ~t r i ~ s  hexos~mines.  

B - Ftude q u a n t i t a t j v e  du fractionnement du mucu:; 095 par c h r ~ m a t o f r r a p h j . ~  
d'&change d '  i o n s  

L 'acide  chlorhydrique des f r a c t i o n s  é l u é e s  e s t  n e u t r a l i s 6  

p a r  de l a  soude 0,S B. Après d i a l y s e  e t  l y o p h i l i s ~ . t i o n ,  l a  somme des masses des  

f r a c t i o n s  r e c u e i l l i e s  représen te  80 p 1CO de l a  masse de mucus d6pose s u r  l a  colonne. -, 

Le pourcentage de récup6rnt ion de chaque f7uc t jon  e i t  jndique d a n s  l e  Tableau VI. Les 

f r a c t i o n s  FI, FIy e t  Fv son t ,  pondriralement, l e s  p lus  importantes  e t  e l l e s  reprbsontent  

respectivement : 24 p 1C0, 13,5 p 1GO e t  34 p '  l C O  de l a  r a s s e  du mucus, l c s  f r a c t j  ons 

F~. e t  FTII n 'en représentant,quant à el las ,que 2 , 6  e t  4 , 6  p100. 

C - Conclusions 

Le fractionnement t3u mucils 895 p a r  chromî togrnphie d '  &change 

d ' i o n s  sur colonne de Dowex l r 2 ,  2PO - 4CO mesh, nous p ~ r r n e t  d t i s o ! r r  c inq f r a c t i o n s ,  

c e  ou i  prouve l1hé tb rog<n4i t6  du mucus. Le rendeinent d~ 110nér3 t ion ,  HO p 1CO de 

r k c u p é r ~ t i  on de l a  masss tixi tée  au d(:pqrt, est s n t i  :;faisnnt. 

LPS d i v e r s e s  t e n t a t i v ~ ç  de fractionnement1 s i1r :colonn~ de  

DEAE-Cellulose ou par  chromntogranhie de t a . r n i s : ~ f r ~  doli ' .(~ill ' i ire, colonne de Rjogel P 300 

e t  Sepharose 4B, ne nous ont  pnz p ~ r m i r :  d ' o b t e n i r  d1.s rc:..;ultntci p o s i t i f s  c a r  1 ~ s  

s o l u t j o n s  de mucus oui son t  déposées s u r  c ~ s  cclonnrg s o n t  t r o p  visqiiuiises.  PA^ c o n t r e ,  

les f r a c  t j o n ~  FI , EtIT , FI.,.. et.  F SOJI t n s t  kom~nt i n(1S v j  ili.~rtlj nbcn pnr  clirornn t,o+:r.r~phie v 
s u r  colonne de J)awer 1x2. Cependant, la f r a c t i o n  il'Jv ~ ) r < ~ : l n r i t e  ilno vi3Co:iitc? ('l?vCf?, 

e s t  contnminde par  l e s  f r a c t i o n s  FIJI e t  F Son 6tilrle phvnico-chimjqile n r :c~nnj  te v' 
une p u r i f i c a t i o n .  

Le fractionriement qu i  a e t 6  m i n  au p o i n t ,  e s t  un pr*oc4iié 

r a p i d e  qu i  permet de ci3ractt ir iser faci lement  un inucu:i viçqrieux pnr 1'Ptutle di1 p r o f i l  

d '  Q l u t i o n  obtenu. 
l 



Tableau : VI N o l a r i t é  en BC1 d ' é l u t i o n  des f r a c t i o n s  e t  b i l a n  

~ o n d  g r a l  dii fractionnement pa r  c h r o ~ i a t o ~ ~ n p h i e  

d'échange d ' i o n s  ( c olonne de Dowex 1x2 ) 

--- -- 

Molari t é  

Poi~rcentage d e  

récupérat ion 24 



1 montrent que l e s  cornpositions chimiclu~:; . l ~  clirjcune d'ellc:; s o n t  tr&s d i f f 4 r e n t ~ s  ; 

nous en avons f a i t  une analyse  physico-chinique p l u s  anprofondie.  

II - Analyse physico-chi roique des  f r n c  t i o n s  - - ----- 

A - .4nalyse cornpsrntive de  l a  composition chimiaile des  f r a c t i o n s  

1 - Ftudo comparative (le 1:i cornliosition en ,~I .ucides  

a) Composj t i o n  c e n t ~ s i r n a l e  g l u c i r l i q i i ~  

J-PS rr:sultat;:; d e  la cornposi 'i r n c:~ntXsi 0 g l u c i d i  que 

des f r r i c t ions  FI, FTXI, FTV e t  FTJ s o n t  expnsr::; d~uir ;  l e  t:ibleqil VTI. 

d-Composition en rnonosacchsrjde~ n e u t r e s  ...................................... 

I.*i ma,jcurc p q r t i  c r lps c~n:;l.i  l , i~ , inta  r l u c i  d j  q i i ~ s  t l ~  la 

f r q c f  i o n  F~ ::orit (jeu : r i c ~ i o ~ ~ : i c c l i ; i ~ ' i ~ ~ ~ s  I I D U ~ I ' P L .  : 711 1) 1CÇ. 10s I't-?C t 3 0115 b'III ~t F, 
J 

orit un t ï i ~ x  ? ' o ~ P : I  lir~i trr:: i r r ~ p ~ t - t a r ~ t ,  r~:;p~'ci , i  VCI P ~ I  t 47,O n t  33,8 p 100. La f m e t i o n  

FIV e s t  l a  p l u s  pauvre eri g l u c i d e s  n e u t r e s  : 23,4 p I C C .  

- Composi t i  on eri :.icidç.:; i ~ r w t i i q i l p . ;  p ----------------- - ------ 

Les a c i d e s  i i ro i iques  de l n  f?- , jct ion FI, non r e t ~ ? n u e  s u r  

1 19 colonne dc Dowex 1 >r 2, s e n t  h 1'6 t ~ t  C?C> t r i~cc:; .  I ivs  f ' r . ~ c t i o n ~  e t  F~~ 
posskdent un triux inoyi-n d'; ici  do:: irr-oniclut::: : 4,4 P I ;  7 , 5  ri 106 r * e s p ~ c  tivernerit. 

Pnr  c o n t r r ,  1q f r a c t i o n  Fy fortement r r t ~ n u e  n i i r  13 colonne, cn e s t  t r i l s  r i c h r  

(11,4 p IOC!. 

Les r c ' s i l l t n t s  di1 ~ : I ~ I C I L I  V I X  s o n t  cxprirnt:s en taux d e  N- 

n c i t v l  tioxo:;.~mi ne. hi I.r-icti o n  I ,  ~)~>l ,y :~; i i~c i i ! i i . i< I  i ( , t i r ,  I P :  t t ~.:,n 7.j i-lir (51 ,? p 1 m) , 
con t ra i r~ rner r l  aux f'rnctiori:; PI e t  P (lorit le:: tvi~ix rie 7'-iic~~ty1hexo:;;uiiinr s o n t  

1 J I  
respect ivement  d e  2,9 e t  6,4 p 100. L a  f r a c t i c n  YTJ pst; c,qrsctXris;'e p a r  un t sux ,  

1 1 , 8  p 100 de M-acdtylhcxossmin~, taux v o i s i n  dc c e l u i  gc ides  uroniques.  
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l 
b) 1dent i f ic : i t j  on tlen cons t j  t u a n t s  gliici d iqucs  

(:tiricurie de:] L'r.:lc t i  oii:; ;i (: 16 hyriro1yr;tle prir 1 ' a c i d e  

chlorhytlr ique e t  p u r i f ' i . 6 ~  so lon  l c n  techriiouc:: d6cri  tes drins 3~ c h a p i t r e  

"Natér ie ls  e t  Ibiéthodes". Les monosaccharides l i b k r 4 a  s o n t  m i s  e n  dvidence p a r  

chromatographie de pa r t age  s u r  pap ie r  dans l e s  conditicn:: d 6 c r i t ~ s  page 41 . 
Les r é s u l t a t s  obtenus son t  schérriatisés dans l a  f i g u r e  17 . 

Le s e u l  monosaccharide n e u t r e  c s r a c t é r i s é  e s t  l e  mannose, 

e t  l a  glucosamine e s t  l e  s e u l  suc re  aminé. 

- Frac t ion  FIII 

La f r a c t i o n  F renferme du mînnose, deux hexosaMnes : III 
l a  glucosamine e t  l a  galactosamine,  e t  de l ' a c i d e  glucuronique. 

- Frac t ion  FIV 

La composition en rnonosacchn~i d e  neil tre d e  c e t t e  f r a c t i o n  ~ e s t  l a  o l u s  complexe p u i s q u ' e l l e  renferme du mmnose e t  du g a l a c t o s e  dans l e s  pro- ~ p o r t i o n s  1/5. Les oses  xnin6s s o n t  l a  glucosa.mine e t  1-i ga1sctos:irnine. Les a c i d e s  ~ uroniques  s o n t  t r k s  d i f f i c i l e m e n t  l i b é r 6 s  par  hydrolvse ch lo rh .~r l r iq i~e  e t  nous n 'avons 

pu c a r a c t é r i s e r  que l ' a c i d e  glucuronique.  La chromatogrsnhie s u r  papier  de l ' é l u n t  

n e u t r e  des colonnes cie Diroljte A 102 D e t  de Dowex 50 x 8, montre q u ' i l  e x i s t g  d e s  

o l igosacchar ides .  Ce t t? hydrolyse  ne s e r a i t  donc pas coinnlè t e  h cause des  li ~ i s o n s  ~ ~ . n r o n o s i d y l s  oui  son t  t r è s  s t a b l e s .  

- F r a c t i o n  FV 

Cet h i . td ro~o lysacchar ide  no po:::;ède que du glilcose e t  da 

l a  glucosrunine. L 'ac ide  uronique q u ' i l  e s t  p o s s i b l e  rie (10::er e t  de  ca rac t (Sr i se r  e s t  ~ l ' a c i d e  glucuronique.  

c )  Composition molai re  g l u c i d i  que 

1 Les r e p p o r t s  molaj res  p;lucirliqiics o n t  r5tB r h n l i s 6 s  p s r  

dosnge en chrornatopr~phie  en plinse Razeune des r n o n o s i ~ ~ c h - ~ r . i t i ~ s  1ibt:rés par  mé th ,moly~e  

(mélnrie;c 1n6 thHnol-IIC1 0,5 N )  . Ilen r?.:iil tat,s norit r.l:::iirnc::i driris l e  tnblrriu V I  JI. 

- i+rctii<?n F J 
RI l e  p s t  cgl-nc t&i.j n<:e u.i i- 1 ;i r\r~c:si~r~cc d c  33 r 6 ~ i  d i i ~  

d e  mannose pour 2 rBçidun d e  N-acC.tylp;lircosamine. 



Figure 17 chromatographie des hydrolysats chlorhydriques des fractions 
FI , FIII , FI" et FV sur papier W3 dans le solvant de 
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Tableau Vlll Analyse comparative de la composition molaire 
glucidique des fractions F, , FIII , FI,, et FV 
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- Frnct ion F 
1 TI 

FIII e s t  con3titiit:e de 20 rcs id i is  de innnnose pour 2 r(:::i diii, de N-nc6tylgliicosnrnine 

e t  2 r é s i d u s  de N-acétylgalactosamine. %e renferme en o u t r e ,  6 r é s i d u s  de  glucosa- 

I mine non acé ty lée .  La galactosamine non a c 6 t v l é e  e s t  mise en évidence mais l e  nombre 

de r 6 s i d u s  n ' a  pas pu 6 t r e  cn lcu le .  

- Frnc t ion  F IV 

La chromatographie s u r  pap ie r  montre qiie l ' h y d r o l y s e  de ~ 
1 c e  polysacchsri.de n ' e s t  pas corripl&te c a r  i l  ~ x i s t e  tl:in:: ce t t e  niol6cule des sicides 1 

1 uroniqiies dont l e s  l i a i s o n s  C-gli~cosicljques s o n t  tr'Fs s t a b l e s .  Nous rl4crjvons donc 1 

i c i ,  une coinposi t i o n  molaire es t imée c a r  l e  pourcentage de libfSra t i o n  des monosac- 1 
c h s r i d e s  p a r  methanolyse e s t  f a i b l e .  

1 Le nombre de r 6 s i d u s  d? msnnose e s t  f s i h l ~ .  11 e x i s t e ,  

e n  e f f e t ,  1 r é s i d u  de mannose pour 5 rCsidus de ;? lac tose .  Ln f r i i c t ion  FIV renferme 1 
l 

en o u t r e ,  3 rc:sidiis de  M-?CG ty1~nl;rctonnmi n e  pour. 3 r 6 s i  r l i l s  de N-nci'tyl~lucosnmine. l 
L:i composition de I : r  f r s c t i o n  F e s t  donc tr:,:: hc:tkrogbn~. TV 

- J h G b n J v  

C e t t e  f r a c t i o n  d i f f è r e  e s s e n t i e l l e g o n t  des  prGc4dentes 

p a r  l a  présence de 20 r6s idus  de glucose  pour 2 rbsidlis  de N-acc'tvl~lilcosaniine. l 
Il e s t  poss ib le  de met t re  en  évidence l ' a c i d e  ~ l i l c u r o n i c i u e  e t  l e  g l y c 4 r o l  p a r  chroma- 1 
tograph ie  e n  phase gazeuse mais c e s  c o n s t i t u a n t s  n ' o n t  pas  e t 4  dosés  p a r  c e t t e  methode. 

2 - Etude de l a  composition e n  prot6ine  e t  en a c i d e s  arninés des  
f r a c  tionr; PT' F~~ et 

a )  Composition en p ro t4 ine  - 

Pour cornpl4ter l a  composi tAon centes imale ,  nous avons dosé 

l e  tnux de p r o t c i n e s  des  f r a c t i o n s  pa r  l a  rnesurc du taux d ' azo te  se lon  KJFLDAHL. Les 

v a l e u r s  du taux de p r o t e i n e s  indiqut:es dnns 10 t : ~ b l ~ ~ i . ~  T J I I T , ~ n t  (:t6 dsterrnindes en  

terinnt coiriptc de 1 ' #ixo t,e {rl ilcicli quex. 

f n i h l e  (18,5  p 100) coinpnrntivemrnt h c ~ l i ~ j  de l n  f r l c t i o n  FTI : 97,2 , 10C. La 

f r a c t i o n  FTII qui  e s t  une glycoprot6ine  a c i d e  c o n t i r n t  : 9 p 1CO de proti ' ina. 

La présence de 2 ,2  p 100 de protXine dans l a  f r a c t i o n  F peut ê t r e  consid6rGe comme 
1 TT 

é t a n t  une contamination de c e t t e  f r a c t i o n  prir l n  f r a c t i o n  PITT. La f r n c t i o n  FV 

n ' e s t  compos6e que de  g luc ides .  1 



Tablenu : IX Compo:;itjon en ncider: arriinfl:; des f r -ac t ions  FI , F~~ et 

( l 'ncj .de aspar t ique  es t  p r i s  comme r6férence = I C C )  

Thr 6@ 5 C  54 

Ser  115 47 6 2 

G1.Y 129 6 1 6 5 

Ala 88 6 1 88 

Met 3 7 14 
- - 

I l e u  64 5 5 4 3 

Tyr 53 30 24 

Phe 45 35 28 

.- -- 
H i s t  84 24 O 

---- -- --.--- ------ - 

Arr: 17 33 ?O 



b) Coinpnn i t ion cri :ic-i t1c.i * , m i  rircr 

"Toilr avons rc':il -i nt; cett;r? r:tiidc r j i ~ - i l i  ta f,j VP a f i n  d ' es : - ; ipr  

de  c,aractérii:er l e s  f r n c t i o n s  e;lycopro tn iniques  c t pro t8iniqi1es. 

Les r h s u l t a t s  du t a b l e a u  I X  s o n t  exprimds en no~nbro de 

r é s i d u s  d ' ac jdes  airijnes, l ' a c i d e  aspar t jque  avant  Rtc '  ~ir i"-  coinine ré fk rence  c a r  

l e s  f r a c t i o n s  FII e t  I" , p?r  l e u r  coinporternent chroniC?togriiphiquc s u r  colonric de III 
Dowex 1 r 2, possèdent un c a r a c t è r e  acide.  L'ncj  lit -7:;n:~rtj r,ue 6::: t nrc'r;erit en ui~:~ni.i tc: 

1 

iniportante, daris toutr:. l e s  f'rnctiori:: que riotlr: nvorl:. 4 tufiic'~s. T l  nq nous ,i p a i s  r : t , '  
. 

p o s s i b l e  (le n o t e r  l e s  difîXr.ences i m p o r - t ~ n t e s  c a r  1ï coniposj t i o n  en :icjde,r m i n 6 3  

des  f r a c t i o n s  &tudiLes ,  e s t  scns ib l  m e n t  incleritiyi~e bion ( I I I ~  trb:: coirlplexe. Koton:;, 

ceperid~int, que si 1 2 f r.ic tiori F poi:ni,rle c1r 1 ' nz i  dr: / - l t i  t?, ij qiio eri p r ~ p o r .  t j  on r o l n -  1 
t ivement irnportantt., p l l e  e s t  car : :c t<~~is / .e  Itrir* uri nornbrr? :le;rcl rie r / s i r ? l l ~  d e  ~ ~ ~ r i n ? ,  

de g l y c o c o l l e  e t  1' s b s e ~ c r  [le l y s i n e .  Ce t t e  f r n c t j  cn r ~ n f ~ r r c i ~ ,  lin nombr~  i n p o r t a n t  

de  rés i t lus  d 1 h i s t i 3 i n e .  Les f r e c t i o n ç  FJ: e t  F s o n t  rj C ~ I ~ S  en :icirles a s p a r t i  elle e t  II 
en a c i d e  glutarniaue. La fr:!ction FII e s t  l n  f r a c t i o i i  1.i n l i i s  psuvre en s b r i n o  ~t l a  

f r a c t i o n  FTII, dont  l e  taux d ' a c i d e  a s p a r t i q u e  e t  d ' a c i d e  glilt~rniclile est i d ~ n t i q u e ,  

ne con t j  en t pas d 'h i  :: t id ine .  Ces deux f r n c t i  ons p9::r;F dent d e  1-a l y s i n e  contra i rement  

3 l a  f r a c t i o n  FI. 

3 - Analvse de 13. composition en phosohor? P L  enplvc&ropho,sphnte d e  
l a  f r r ic t ion F v 

La f r a c t i o n  F poi,s:de lin t w x  de phospliore i rnpor t ïn t  : v 
16,75 p lm. Ce r6sul tzr t  e s t  dom; dans 1~ t r i b l ~ a u  Y en n o i l r c ~ n t a q e  tle q lyc~ ' ro-  

phosphate,  s o i t  29,4 p I C C ,  nous avons montr6 en e f f ~ t  pr~lc6deciment, que t o u t  l e  

phosphore du mucus e s t  l i 4  aux molécules organiques.  

L' ana lyse  ries p r o d u i t s  par  c!?rorn:i t o p r a ~ ~ h i e  de l 'hvdrol-ysa 

chlorhjrdrique p u i s  d e  10 <Iigr.adstion .îlc:,l j rie t l ~  1:i f rqctiori  F r,r>lon 15; proc(5dln v 
d 4 c r i  ts dans l e  chsp i  t r e  " i l ~ t E r i e l  e t  MPthorlcs", p~age 4.2, nolis pei.rnet de c a r n c t i r i o e r  

l e  glyc6ronhosphate. Foui, avons pi1 riiettre e n  c:viderice, l e  g l y c e r o l  p a r  chromatographie 

e n  phase gazeuse après  m6 thanolyse de l a  f r a c t i o n  F pnr 10 rn,~lange m6:thanol-HC1 0 ,5  N v 
À 80°C pendant 24 h e t  t r i f l u o r o a c 6 t y l a t i o n  ties d(:rivt::; O-rnCthylglycosid6s p a r  l e s  

m8thodes d k r i t e s  page 41. 

TI - An:ilynr! (Ir l ~ i  vi:;co::j tc: i r i  tri ri:;hqup d ~ : '  i'rric tionn i :;olt:~:: p:\r 
f r:ic ti onn~mc~n t di1 milcils 

Afin d'identifier de rnnni?.r~ prCcisq l c  ou l e s  c o n s t i t u a n t s  

r e sponsab les  de l a  v i s c o ~ i  td ,  noirs avons 6 t u d i 6  les nropri6tc:s vi:;cosim6triquen 

du mucus e t  de s e s  f r q c t i o n s  i s o l d e s  après  chromatographie d'échange d ' i o n s  s u r  



Tableau X : Etude comparative de la composition centésimale des 
Fractions FI a F,, 

Tableau XI : Viscosité intrinsèque du mucus 895 et de ses fractions 



C O ~ O T ~ I I C ~  ( je I ) O W ~ X  1 x O. 

TP:: i-c<:~iil 1 2 1  t.:i ot>tcr i i~:~  ::ni1 1, r.~:::iii~ic:~. tlqri:: 1 r t n l ~ l  r.711 XT 

e t  i 1s r n o n t r ~ n t  (II I?  l n  fr :~ct; j  011 FTv TI OC;:;^^^ l a  v j  :3co::i 1,; i r i t , ~ i  n::?*,piq l a  n111:: ;lev(<p. 

La v i s c o s i  t 4  in t r ins ;que des :mtrf>g f r ï c t i o n s  en t nL:ql i v î > > l e  p a r  r appor t  4 c o l l e  

du mucus e t  de l a  f r a c t i o n  FIV. L'hitr:ropoly~<cch?:.i?e ou f r a c t i o n  F p ~ t  I e  cons- IV' 
t i  t t i s r i t  qui. oonf l.1-e au inucue oes propr i4  t&s vi scor,imi:tririii~.c. 

111 - Conclusions --------- -- 

Le f rac t ionnenen t  du mucus pqr chrornatographie d'dchange 

d ' i o n s  s u r  colonne de Dowex 1 x 2 ,  e s t  un proc6dG n i m n l ~  rwur c:ir;tcttiriser l e s  

mucus visoueux s y n t t i ~ t i s t i s  prrr &ci  11-11s uubtj l is .  L r s  cinq f ~ R C  ti 011:; i <~olr:es s e  

d i f f é r e n c i e n t  par  l e u r  colriport?merit chrom~togr:rphiaue SUI. colonne (le Dowex 1 x 2, 

p a r  l e u r  cornposi t i o n  chirniqiie ~ ? t ;  prir l e u r  p r o p r i i t 6  iri:;coniait:trique. 

Les cinq fr:ictjon:: cons t i  t,il:lnt l e  miicus rieijvcnt $ t r ~  

c l a s s d e s ,  dp p l r t  l e ü r  coinpooi t i o n  chimique, en  f r-tc ti on:: de nn t i ~ r e  glycoproti i! iaue,  

p r o t i d i q u e ,  ~ol .vsacchlsr id i  cun. 

Lss f r:tc tion:; FI n t  F, , fit. n:itii-r.o i i ; l ,vcon~pti  d i  cti~e, 

se diff(Sret1cient; ~ ) n r  IPUT' cornpo:;i t i o n  en PT-:icq:tylh~iro> -rij non. La fr:lction F np 
1 

D O S S & ~ P  aue dr? l a  T T - ~ ~ C t y l y l u c o s n ~ i i n c  a l o r s  que 1 1  f r n c t j o n  F e s t  const i t i ine  de III 
Y?-acé tylqlucosamine ~t d e  IT-:lc4tyli.alric tosamj ne cn prnpor L i  on Aqui n~ol- l i re .  Des résiclus 

de glucoucunine e t  cie pnlactosarnine non acc;tvl(:s ont, t:tt: cijs pn 6vidonce r f ,qn~  l a  

f r ~ c t i o n  FITI. Pnr a i l l ~ i i r s ,  l a  prt'ssnce de r c 5 ~ i  ( lus  (1'' .ici rle glilcilronique E-rmet 

d ' e x n l i a u e r  l e  cornpor.temeilt chrornntoern~hiqua 1.7 c ~ t t ; ~  f r s c t i o n  FIIT s u r  l a  colonne 

de Dowex 1 w 2. Le t3ux en monosaccharides ril?utres da c ? ~  f r a c t i o ~ i s  o u t  c(-levé. 

Seu l  l e  marinose a pu Gtrc  rriis en Hvid~nce .  

La f rz ic t ion FIT c s t  une prot(:iiin e t  l n  n-r'sence do nom- 

breux r 6 s i d u s  d ' a c i d e s  ar~inc's ncides  (?cide gliitnmiqii? ~t ?c i , l o  ~ s ~ ) , q ? ~ t i ~ ( i e )  provocue 

sa r 6 t e n t i o n  s u r  1 2  c o l o ~ i n ~  de Dowex 1 Y 2. 

Lmn f r a c t i o n  FIV e s  f 1 x 1  polvsncchnride dc c o ~ p o s i  ticln 

g luc id ique  compl~xc.  Il ne 11011s a pas 6 t 4  p o s s i h l e ,  dans  un prernj e r  temps, r i ' é t n h l i r  

une composition cenths imsle  corn?lètc : 1 ' indos6 c:jt de 17,9 p 1CO ( t ab leau  x) .  
L'anrilyse compnrntj ve de I,Q. conipo:3i t i o n  iiiolni r-o (t,iiilc.iil VI Il ) e t tfe l n  corripo::i t j  on 

cer1tf's~rn:ile p:iilcitii cl il^? ( tnbl PniJ X )  rriontrc? q u c  CP poly:;:ir!cl~ri~'i (Ir? CF)  t ~ ' i  chc' er1 

F-ac6 tg l f~ lucosemine ,  en Nh:ic(5 t y l , ? r i l ~ c  to::~rnj n ~ 1  e t  r\n a c j  de glucilroni que.  La ~ r ( ~ e n c e  

dnns c e  polyiri&re,dc? 1j:ijson:; tic t.ypc\ iir.ciio:~id,vl, 1.1.;:: ::l.it)le:i v i s  h vi:i tics nl-l.rit:; 

d l  hydrolyse ,  ne nou:; pcrrnr l, nn:: (Io tionriflr urip compo(ii Lion rriol:~i T*P r l J  iici cli cliic? rjx:icl.c. 

En c e  qu i  concerne les  tnono:;~cchnridro neu t re3  prc:scnte d n n n  c e  n o l m b r r ~ ,  iious avons 

cppendnn t pii me t t re  en  c:vidcnce, 1 : ~  nrc:ocnca (le gr ,~l , icto::~ r- ' t  de  m:lrlnîJsc. L' :+n:il,y::e 

comparative des  p r o p r i é t é s  viucosirn6triques d e s  f r a c t i o n 3  i s o l e e s  du mucus 895, 

montre que l a  f r a c t i o n  FTV possède l a  v i s c o s i t i  l a  p l u s  &levée.  
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L,!! f'rt~c L i  on  11' I , P I I I P ~ I  t r v l  i , ( , r ~ t t r *  : I I ~  r *  IJI  color~t\(- (16- v ' 
Dowex 1x2 e t  klube en f i n  d e  {:radient, e s t  un h6tc:ropolya:tcct-isritle d o n t  l e  taux d 'oses  

n e u t r e s  e s t  de 32,8 p 1CG. Flous avons c a r a c t é r i s é  l a  g lucose  comme & t a n t  l e  seul 

monosaccharide neutre.  C e t t e  f r a c t i o n  e s t  6 g ~ l e m e n t  r i c h e  en  l?-ac6tylfylucosamine e t  

e n  ac ide  glycuronlque (pourcentage r e s p e c t i f  de 11,4 e t  11,8 p 100). Nais l e  phosphore 

organique de c e  composé, a i n s i  que l e  g l y c e r o l  m i s  en évidence,  nous permettent  

d ' a s s i m i l e r  c o t  h6téropolgsacchnride WLX ac ides  tQicho ïques  i s o l 4 s  de S s c i l l u s  s u b t i l i s .  

L' indosé ,  14,6 p 100, de l a  composition csntésirnale g loba le  ( ~ a b l e a i i  x ) peut  e t r e  

e x ~ l i q u é  par  l a  présence de  nombreux r4s idus  d ' ac ides  gluciironiques engsgks dans des 

l i a i s o n s  O-glycosidi quas. 

L'ensemble de c e s  rc;sultats  noils permet d e  concliire que 

l a  f r a c t i o n  FIV , polysaccharide de comoosition g luc id ique  c o m ~ l e x e  e t  dont l a  

v i s c o s i t e  i n t r i n s è q u e  e s t  13% plus  élevAe, e s t  l e  c o n s t i t u a n t  responsable de l a  visco- 

s i t é  des moûts .do fermentat ion de B s c i l l u s  sub t i  l i  S. Cependant, 1' analyse p l u s  

approfondie de c e t t e  substance n e c e s s i t e  une r e p u r i f i c a t i o n  que nous décr ivons  dans 

l e  c h a p i t r e  suivant .  



La na tu re  macromol<cul;iire e t  l r i  grande viscosi t i ;  de l a  

La f r a c t i o n  FTv .de na tu re  o o l v s ~ c c h a r i  d ique,  e s t  i solPe 

du mucus 895 par  chromatographie d'échange d ' i o n s  s u r  colonric de Dorex 1x2. C e t t e  

substance confiire :LU mucus s e s  propriGt6s vj:;queusea. Cepcnci?nt, 1'f:tiide du p r o f i l  

d ' é l u t i o n  montre que 1;i f r a c t i o n  FIV e s t  contsminie pal- 1"" f r a c t i o n s  F III e t  FV : 
il e s t  donc nécessa i re  de l a  r e p u r i f i 6 e  avant dtabc,rdar non "tilde physico-chimiqiie. 

f r a c t i o n  FIV, o n t  l i m i t é  l e  choix des procidr's de oi i r iTicat ion.  Les m e i l l ~ u r s  r 9 s u l t a t s  

o n t  6 t 4  obtenus en rechromatcsaph ian t  l a  f r a c t i o n  FTV s u r  l a  colonne de Dowex 1x2 

l 

s e l o n  l e  procédé pr8cédernment d é c r i t  W l a  paf? 44 .  
la f r a c t i o n  FTv, qui  e s t  c h t ~ n i i e  onr l e  frnctionnement du -- 

mucus 815 s u r  lit colonne d t<chm&eur  d ' i o n s ,  rst ne1itrniisi:e, d inlys6e e t  c @ n c ~ n t r & e  

par  d j  soiis pre:;si on r d d u i t e  ' 1' i v ~ p o r n t n ~ i r  rct tqti  f La ::olutj on F S ~  a l o r s  

dBpos6e. sin l a  colonno OP Dovex lx2 n i i j  a 6 t 6  r6p~'nAr,:n. t l~ Invngr. p n r  3C.C m l  

a teau <liStillae, l n  colonnp e s t  i ' l ~ b e  par  un fi->*nrlian.t ~n rrciile chlnr ' iyrlr iqii~ a<. C 095 

Ltétilde du o r o f i l  rj'Glution r&nlisi. par Ir r ~ p : i n p  (1-3 n l i 1 c i . i ~ ~  P L  $03 p r c t A i n e ~ ,  

montre que l a  f ~ a c t i o n  FTV .rit  &luBe dr  l a  c o l n n n ~  pol i r  (10:; n o l a r i t P s  en i!C1 coinprises 

e n t r e  0.1 e t  0,12 R. 411- sr prbsente  sous l n  forno 4 'un  u i c  s p 6 t r i q u e  b i e n  que t r è s  

& t a l é  ( F j e r e  18 ) . Ceopn(iant, c e t t e  f r a c t i o n  e s t  n o t t ~ r n i ~ n t  separ" de l a  fl.action - 
glgc«pro ti dique p r k b d e n t e .  

La frEiction F~~ r e p u r i f i  <:eV R P P ~ S  n ~ i i t n l i s a t i o n  de 1' ac j  de 

Chlorhydrique p a r  l a  soude 0,OS M, dia lys?  e t  e n î j n  17;ool i i l i sa t ion,  s e  p rksen te  

sous l a  forme d'une poudre blanche t r i ~ s  hygroscopique. Ce prodiiit e s t  conn~rv( :  en 

pr4sence d 'anhydride p h o s ~ h o r i q u o  Les s o l u t i o n s  rioiiruses de l a  f r a c t i o n  F I V  son t  

l impides  e t  t r è s  visquauses.  Une s o l u t i o n  de l a  f r a c t j o n  FTV ?i une concen t ra t ion  de 

O , ?  p 100 dans de l ' r s u  ~ ; i i j s t i l l . 6 e t  possi.de un pl1 de 4,25 c e  qui montre l e  c a r a c t è r e  

a c i d e  du polysaccharide rep l i r i f i&.  

A - S o l u b i l i t é  

La f r a c t i o n  FTV pst so lub le  d ~ n s  l e s  s o l v a n t s  aqueux tamponnr'. 





ou non. Klle pst botiaI ~ r n ~ r ~ t  i t ~ s o l u b l e  dan:: Ir-:: ::olvantn c\l-&:~r~i qiic:; comme 1 ' (:thor 

4 thyliqiie, 1 'ncctone,  1 F? cric:thnnol y t  l n  tt:f.~.n).i~d t-ofurqric. ::ri r n i l j  cri n lcool ique 

~ f r o i d  iI pl1 5, c e t k  s u b s t n n c ~  Plocule. C ~ p ~ n d n n t ,  j l  .ne nous n. p.is 6 t6  p o s s i b l e  

d ' u t i  l i s e r  c e t t e  proprj  (:té pour r e p u r i f i e r  l a  f r r rc t ion FJV. Rn e f f e t ,  l e s  f r a c t i o n s  

FIII e t  F qui  contaminent l a  f r a c t i o n  F obtenue par un prornier fractionnement v ,, IV 
du mucus 095 s u r  l a  colonne de Dowex l r 2 ,  p réc i  p i  t e n t  dans l e s  mêmes condi t ions .  

B - Nasse molécula i re  

I l  ne nous a pas é t 4  poss ib le  d ' é t a b l i r  l a  masse mol4culaire 

de l a  f r a c t i o n  FIV par  chromatographie de tamisage mol4culaire c a r  l e s  é c h a n t j l l o n s  

analyscÇs possèdent une vi w o s i  t i  t rop iinportcin t e  : l a  v j  : r o s i  t b  i ~ i t r i n s è ~ i i e  tie l a  

f r a c t i o n  FIV es t  de 323 ml/g. En e f f e t ,  s u r  des  g e l s  m a c r o ~ o l b c u l a i r e s  de type 

Sephadex ou Biogel,  c e t t e  f r a c t i o n  e s t  é luée  des  colonnes sous l a  forme d 'un  o i c  

dissymétrique t r è s  4 t a l é .  

Nous avons u t i l i s é  Ici t e c l m i q u ~  de l ' u l t r a c e n t r i f i ~ g a t i o n  

ana ly t ique  de CH!GlVTNI'A ( 17 ) Dour t e n t e r  d1appr6c ie r  l a  masse rnol6culaire du poly- 

sacchar ide .  Les c a l c u l s  donnent une va leur  dr : 1 C50 @CC + 50 COC dal tons .  Ce r e s u l t a t  - 
permet c i l ~ x p l i q u e r  l e s  d i f f i c u l t 6 s  de f i l t r a t i o ~ i  rericoritrt:c,:: si1 cours  d e  1~i pr4pai'stion 

i n d i l s t r i e l l e  de 1 ' g' -aniylane e t  confirme l n  na turc. macromol6ciilrtire de l r i  suhs  tance 

polysacchar idique vis que us^ prBsente dans l e s  moûts de fe rmenta t ion  de B a c i l l u s  s u b t i l j c  

Nous avons t e n t 4  d '  6 t a b l i  r l a  cornposj t i g n  chimique de l a  

f r a c t i o n  FIV qui  a 'eté r e p u r i f i é e  pa r  chromatographie dt6ch%nge d ' i o n s  s u r  colonne 

de Dowex 1x2. 

A - Comnosition centésimale 

La p u r i f i c a t i o n  de la f r a c t i o n  F e s t  c a r a c t é r i s é e  ps r  l e  
1 v 

f a i t  que l e  taux de phosphore e t  de pro  t 4 i n e  dimi nue ( ~ a b l  anu ! . La cornposi ti on 

centésimale en  monosacch~rides  v a r i e  peu. Nous rem:irouons cependant que, l e  taux en 

monosaccharides n e u t r e s  a l ~ ~ m e n t u  16gèrenient a l o r s  que ce lu i  des N-acétylhexosnmines 

e t  des  ac ides  uroniqiles r e s t e  jnchnng6. Lt jndos4 a t t e i n t  iine vn leur  de 19 p 100. La 

d i f f i c u l t é  d ' o b t e n i r  une c o m ~ o s i t i o n  cent6siinclle rigourei1::e e s t  due au c a r a c t è r e  

macrornol~cula j re  du polysaccharide btudik e t  4 1% r.c:sistance decer ta ines  l i a i s o n s  

O-glycosi diques.  Les v a l e u r s  de composition cpntés imsle  donnees dans l e  Tableau 

son t  donc apnroximatives. 



Tableau XII Ccmposition centésimale de la fraction FIV repurif iée 

Tableau Xlll Composit ion molaire glucidique de la fraction FIV repurif iée 

Monosacc harides 
neutres 

N- acetyl 

hexosam ines 
r 

Acides 
uroniques 

Glycéroi 
phosphate 

Protéines 

Total 

indosé 

I 

D 

F ~ v  
repurif iée 

24 

51, 5 

31 5 

0,92 

1,2 

81,1 

18,9 

F~~ 

2 3,4 

51, 5 

31 

115 

22 

82,l 
1 

1 2, 9 
* 



Les v a l e u r s  de l n  composition molaire g luc id ique  de l a  

f r a c t i o n  FIV r e p u r i f i é e  s o n t  iden t iques  à c e l l e s  trouvdes pour l a  f r a c t i o n  F 
IV 

obtenue pa r  un premier fractionnement du mucus 895. Les monosaccharides e n  q u a n t i t e  

l a  p l u s  importante s o n t  l a  N-acétylgalactosamine e t  l e  ga lac tose .  C e t t e  comoosit ion,  

e t a b l i e  pa r  chromatographie en  phase gazeuse,  nous permet également d ' i d e n t i f i e r  

l e s  monosaccharides l i b é r é s  p a r  l a  méthanolyse. C ' e s t  a i n s i  que nous montrons q u ' i l  

n ' e x i s t e  pas de glucose  dans l e  polysaccharidn.  Mais l e s  va leurs  de l a  c o ~ u o s i t i o n  

molai re  g luc id ique ,  rksumees dcws l e  TablrriiiXTTJ son t  n p ~ r o x i m a t i v e s  c a r  l a  m6thanolys? 
J 

ne provoque pas l n  r u p t u r e  quan t i  t ~ t i v e  des  l i a i  sons g lycos id iques  du polysaccharide.  

3n moyenne., l c  pourcent,ap;c de l ibc ' r a t ion  t i ~ s  rnono:;~icchnr.jd~~:; e s t  de 40 p I N ' .  

Cependant, p l u s i e u r s  ex~c : r inen ta t ions  r 6 a l i s b n s  d?ns des cond i t ions  s i m i l a i r e s  o n t  

donne des r é s u l t a t s  iden t iques .  Los v s l e u r s  que nous ~lorinons aeuvoti t ê t r e  corisi derées ,  

en quelque s o r t e ,  comme s t a t i s t i q u e s  e t  r e n r 6 s e n t a t i v e s  de la  composit ion g luc id ique  

du polysaccharide.  

Ln t i i f f i c i i l t 6  r l tobt . rn i r  unp I iydrnl  yse qiinnti t î t j  vp den 

l i  aisoric O-gl,ycnsj di qi l r?,  c.n p : i r t i  c u l i  rr c e l l ~ e  d?n:; 1 ~ : ; r r ~ ~ c ~ l l c ? s  s o n t  enpgf::: l e s  

~ c i t i e s  i~roniqi ies ,  noils :i coridiii t i mett re  au ? o i n t  ;ln r)rort:dL or ip in: i l  dc r ~ i o ( l i f i c ? t i o l ~  

de  l a  s t r u c t u r e  chimique (lu polysaccharirle dans l e  but  de r & a l i s e r  un b i l a n  glircidique 

complet. 

C - Mise e n  4vitfence de l a  rtjrluction des cici IJ*-..S uroniques 

Les l i a i s c n s  u ronos idy l s  son t  mrmis l e s  p l u s  d i f f i c i l e s  

à rompre pa r  l e s  moyens c l a s s i q u e s  d 'hydrolyse.  S ~ u l e  la  r6ductS on d e  l a  f c n c t i o n  

carboxyl ique des ncides  urcniques  permet d ' o b t e n i r  des chaînes  polvsacchar id iques  

modif iées  qui d~vier iner i t  ~c t i : j ib les  :t 1' a c  t,i on de:: ri6;r)ri t B 11 ' h-rdrolvne. 

No t r c  t r a v n i l  n ccnsi  r t ,nr ?i i-cri ire q i l - i r i t j  t:li t i  vc l n  r6riilc t i  on 

des  a c i d e s  uroniques e t  > pouvoir  doser  l e s  p r o d u i t s  ri:t3<ij ts. La f r a c t i o n  F np IV 
posséde pas de glucose  e t  l e  s e u l  ac ide  uroniqile ~ i s  en tcvjdence e s t  l ' a c j d a  glucuro- 

r nique. C ' e s t  pouquoi, nolici nvons n i i s  nu p o i n t  l n  tcchnic.iiic. ( d k r i  t , ~  p,sgc 4 5 )  cjui 

p ~ r m e t  de rcGluire l':ici de p'liicurnniqiic pn ::on hoinr110,rrll~ O::C  n ~ > u t r e  : Ir ~ ~ ~ I I C O ~ C I .  1 , ~  

polysriccharide r k d u i t  dev ien t  s l o r s  scns i  b le  L l ' a c t i o n  des  d i v e r s  agen t s  chimiques 

a u i  rompcnt. Ir:; l j  q i i  norin cl vcosi d i  que:,. 

1 - 2 é s u l t i i t s  de l a  rt:duction de l ' a c i d e  ~ l u c i ~ r o n i q u e  l i b r e  

Four rendre  q u a n t i t a t i v e  18 rn4t.t-iorle d e  r éduc t ion  Dar l e  

Borane-M4thyl-Sulfide (RYE), nous avons c h o i s i  tie t r a i t e r  comme motiGle l l n c i d e  glilcuro- 

n i  que. 



Tableau XIV R4duction de l ' a c i d e  glucuronique témoin e t  de l ' n c i d e  

glucuronique de l a  f r a c t i o n  F 'IV 

Pourcentage de l a  r éduc t ion  on glucose de : 

Cycles Acide glucuronique "ci de plucuroriique 

de r6duct ion témoin dc l n  f r a c t i o n  FIV 

Cycle I 9 6 4C,4 

Cycle II - 43,G4 

Cvcle J I 1  

*Pourcentage de r6duct ion exprime en fonc t ion  du taux d ' ac ide  

glucuronique de l e  f r a c t i o n  F n a t i v e  1 V 



Ln m&thanolynn qui e s t  l a  n r ~ m j  ~ T P  & t a p e  dl1 protocole  

m i s  nu po in t ,  condui t  ? 1 - 7  for.rn.1 tiorl du d(;rivc: o-III(: t h v I  r:l:/co::i d.c' cic l ' n c i  c?ç? ylilciiro- 

nique.  La f'onc tiori c:~rbon:~le du cr<rbone 1 p s t  ~ i r i ü i  pro tc'trflc et; ne p e i ~ t  p ~ s  $ Lre 

r é s u i t e .  La rCduction Drovoque l a  traneformntion de l a  f o n c t i c n  carboxylique en une 

f o n c t i o n  a lcoo l ique  e t  nous obtenons l e  d4rivd c-rnbthyl ~~?;ycosicfé du glucose.  Cet 

o s i d e  e s t  dos6 par  chromatographie en phase p:szeuse (CPG) ,  se lon  l e  procédk d t i c r i t  

PRRe 41 

L'analyse des  r 4 s u l t a t s  obtenus en CPG, montre que l a  

r4duc t i o n  de 5,15 rnicromoles d ' acide  gliicuronique conduj t ?I l a  formation de 4 ,53 

rnicromolcs de glucose. Le wndement de l 'op6rat ion o s t  de 37,R p 1C0 a ~ r b s  un cyc le  

de rkduction.  Le d o s a ~ e  des p rodu i t s  p a r  '1~s rnl:thoclcs co lo r im&tr iques  d e  d o s a ~ e  de.s 

oses  neu t res  e t  des ac ides  uroniques (page 40 ), donne un poi i rcent~~c;e  de 06 p 100 

 ableau au X I V  ) . 
1~'enseriibIe rie c e s  rcsi~l t ~ t i :  noiii: 1:~rrn~t dc conclure   ou^ I n  

m4 thode de r6duct ion d~ 1 ' ac ide  ~ l u c u r o n i q u e  e s t  quant i  t - . i  t iv?  e t  c e l a  après  un s e u l  

c y c l e  de r4duct ion.  

2 - R 6 s i i l t ~ t s  de l a  rétfuction de I ' ac i t l e  ~ l l l c i i r o n i  que  de la f r a c t i o n  

Le polysaccharide e s t  tldp01,vrnt'risc: p a r  une m6t)i.inolyse : 

l e s  fonc t ions  r i -ductr ices  des monosaccharides e t  des ol!~.o::ac.ch:irities 1jbl:rr;s son t  

o-rnéthyl-glycosidés e t  ne s e r o n t  pas r i idui tes  pa r  l e  i3r:iS. Les r 4 s u l t a t s  r e l a t i f s  h 

la  rXduction de l ' a c i d e  glucuroniclue de l a  f r ? c t i o n  F r6silinRs flans l e  table ai^ X I V  IV' 
s o n t  p re l i in ina i res  e t  enccre  f mgmentai res .  Le poiircentaee rie réduc t ion  de 1 ' ac ide  

gluc1lroniaue e n  glucose  a éti.  6 t a b l i  e n  u t i l i s a n t  les m6thodes c o l o r i m é t r i q i ~ e s  de 

dosage des o s e s  neu t res  e t  a c i d e s  (pCage 40 ). Les r6sult : i ts  exposés sont  flonction 

de l a  diminution du taux d ' a c i d e s  uronicjues au  cour:; ? e s  cvcles  d e  r4duction.  

T:n premier c y c l e  de r6duction a b o u t i t  4 une b s i s s ~  de 40,4 

p 100 du taux t l 'acid~.:  urnnjques,  ce  qui nous a condiri t 9 en rcalj  s e r  un second nu 

cours  duquel 14,5 p 1C!O d r s   cid des rtinj due l s  sont ri'cli~i t s ;  l e  pourcentap;e de r6duction 

À la f i n  du second cyc le  e s t  donc (le 49,04 r, 100. k troisibrne c y c l e  a b o u t i t  ?3 un 

pourcentege f i n a l  de réduc t ion  de 59,24 p 100. Il semble donc, qu'aprbs l n  r4duct ion 

d 'environ 40 p 100 de3 n c i  tlea urnniqiici;, I R  T ~ < I I C  ti on n t  l p i  f : n ~  iln pnl i  cr. Noili: 

nnrrl ysorin nc tilel l ~ r n ~ r i  t 1 ~ : t  prodiii I,:i i s:iiis de 1 n rc<ili~c 1. i 011 (111 po1y::ncchnrl (lc PI; i 1 

a p p a r a i t  que des hexosamines puissent  ê t r e  d&grnd<ies au cours de c e t t e  réduct ion.  

Les c a r a c t è r e s  p a r t i c u l i e r s  du po1,ysacchsride étirdi6 nous 

o n t  amen6 h recherchér  des composés g luc id iques  i n h a b i t u e l s .  ZHARON e t  JEANLOZ ( 84 ) 



or1 t n i s  en flvidence l a  p-rds~nce d'lin t l i  îminohexone, la b î c i  llos:irnine, dan8 un noly- 
JJ  

sacchar ide  s y n t h é t i s é  pa r  f3sci l lus  l i c h e n i f o m i i s  ATCC 9945. Ce sucre  n ' a  6 t 4  m i s  en  

évidence que dans l e s  pclysnccharidos de Rac i l lus  l i c h a n i ~ c k r n i s  a l o r s  que B a c i l l u s  

s u b t i l i s  s y n t h é t i s e r r i t  13 D-fucosamine (SHAF,CP? e t  ( 85 )) .  Nous avons pu ca rac té -  

r i s e r  c e  composant dans l e  polysaccharide i s c l é  des moûts de fermentat ion de B a c i l l u s  

s u b t i l i s  souche Rapidase. 

corresnondent respectivement à l a  glucosamine e t  à l a  galactosamine; l a  f r a c t i o n  P 3 
possèdo un comportement chrom~togrnphique s u r  p ~ p i e r  jdentiqile au  2-a1nino-IC-a~6tnmido- 

2,4,6-trid6oxyglucose. Ce r 6 s u l t a t  a é t 6  v é r i f i é  pcir c i l e c t r o ~ h o r 6 s e  s u r  papier .  

1 - I s o l e ~ e n t  e t  p u r i f i c a t i o n  du 2.4-diack taaido-2,4,6-tridéoxyglucose 

Nous avons employé l e s  m6thod~s  injses au point  p R r  SHARON 

e t  JEPNLOZ ( e4 ) pour i s o l e r  l a  bacil losamine des  po lys îcchar ides  de B a c i l l u s  l i c h e -  

n i fo rmis  ATCC 9945. 

L'h,vdrolyse s u l f u r j  quo de l n  f r a c  t inn  FIV condiii t h l a  

l i b é r a t i o n  du 2-aninoi4-acé tamido-2,4,6-tridéox.vglucose. Selon c e s  a u t e u r s ,  ce  type 

d 'hydrolyse nrovoaue pr4fGrenciellement l a  déçac&tvlnt ion de l a  f o n c t i o n  ac6tamido du 

carbone 2, La substance g luc id ique  a i n s i  libdrrSe possi:de ilne fonc t ion  arnine non 

aci:tylr:~ e t  e g t  rcteriiie mir l n  colonnr, ilp Dowcx 50x8 (25-50 niesh). T,'t:lii t i o n  dc c e t t e  

colonne ~ a r  success ivenent ,  d o  l ' e a u ,  de l ' H C 1  0 , 5  , 1 ~t 2 N nous per:net d ' i s o l e r  

l e s  f r a c t i o n s :  FA, FB, FC! FD. La f r a c t i o n  F n ' a  p?s t j t , R  1:tudi4e c a r  e l l e  renferme A 
d e  l ' a c i d e  n i ~ l f u r i q u e .  La cbrornatographie s u r  l a  colonne de Dowex 5Ci.9, 200-40 mesh 

(GARDELI, ( 95 ) )  de l a  f r a c t i o n  FB, montre q u ' e l l e  e s t  c o c s t i t u a e  de glucosamine e t  

de galactosamine. La f r a c t i o n  F possède de l a  glucosairiine e t  d e  l a  palactosamine e t  C 
e l l e  e s t  e n r i c h i e  en diaminohexose. Cet ose ne se trouve qu'A l ' é t a t  de t r a c e  dans 

l a  f r a c t i o n  FD* 

Nous avons chromatographi6 sur l a  colcnne de Dowex 50x8, 

200-4CO mesh, e t  dans des condi f i o n s  iden t iques ,  l e s  f r a c t j  ons F preparées 5 p a r t i r  
C . 

des  hydro lysa t s  su fur iques  des polysacchar ides  de Bac i l lus  s u b t i l i s  souche Rapidase, 

LP c a l c u l  des RCllcN112 ( r ~ ~ ~ o r t  du volum~ d ' 6 l u t i o n  corrpspon- 

d r in t  h une s u b ~ t n n c f ?  chromntoy;rnphi4 s u r  1:i colonne rie 1)owc.x 5M3, s u r  l e  voliime 

d ' é l u t i o n  de l n  Elucosnmine) montre que l e s  f r a c t i o n s  F des  hvdrolvsats  des poly- 
J 

sacchar ides  de B a c i l l u s  s u b t i l i s ,  de Bac i l lus  l icheniforrnis  e t  du diac4tamidohexose, 

l 

-. 

-. 

de B a c i l l u s  l i chen i fo rn i i s  ATCC 9945 e t  du 2 , 4 - d i x /  tami dci-2,4,6- t r id6oxygl i~cose  (Rg. 19 

Le repérage des f r a c t i o n s  par l a  mkthode d e  cios:jf:e de:: hc.xor,~irriiner: (ELSCN-~~ORCAN ( 68 1' 

n e h e t  dc met t re  en évidelice t r o i s  f r a c t i o n s  : Pl  , P2 , 'P3. Les f rac t io r i s  P e t  P 1 2  



Figure :19 Chromatographie sur colonne de Dowex 53x8 ( GardeIl( 1 )  des 1 
hydrolysats sulfuriques de : 

A, polysaccharide Bacillus ~ u b t  ilis 
B - polysaccharide Bacillus licheniformis 
C , 2,4-d iacétamido-2,4,6-tridéoxyglucose 



2 - C:irnc tl:ris~ t i o n  du r>ernc6t.vl-2.S-di:~c~~ff:1~~1i do-2,4,6- t r i ~ ~ ~ ~ o x . y ~ ~ l u c i  t o l  
cl~utrire p a r  chromatof i raphj~ en phase gazeuse e t  spec t rom4t r i e  <le 
masse - I 

l Nous avons pe racé ty l6  viis réduj t r>ar l e  b o r o d ~ u t k r u r e  de 1 
1 sodium l e  2-amino-4-acS tamido-2 ,4 ,h - t r id4oxyg lucos  a f j  n de 1 ' é t u d i ~ r  par  chromate- 1 

graph ie  en  phase gazeuse e t  p a r  spect rom6tr ie  ds  masse. 

a) Chromato~rnphie  en  phase gazsuse 

Les p r o d u i t s  analysé:; par  CPG, orit rité préalablement puri f i 4 s  

I p a r  chromatographie s u r  p a p i e r  comme i L a é té  & % r i t  page 50 . 
l Le p e r a c é t y l  -2,4-diac4 ta~ido-2,4,6-triddoxygluci t o l  deu té ré ,  

i s o l é  du ~ o l y s a c c h a r i d e  do B a c i l l u s  l i c h e n i f o r n i s  ATCC 9945 donne un p i c  unique s u r  

l e s  diagrammes obtenus en CPG s u r  colonne de s i l i c o n e  OV ( ~ i g a r e  2~ 1. Le d é r i v é  17 
gluc id ique  i s o l é  de Bac i l lus  s u b t i l i s  souche Rapidasa donne deux p i c s .  Le p i c  ayant  

l e  temps de r é t e n t j o n  l c  p l u s  f a i b l e  correspond exactement à c e l u i  obtenu à p a r t i r  

de l ' o s e  s y n t h é t i s é  pa r  R a c i l l u s  l i chen i fo rmis .  

b) Analyse p a r  spect rométr j  e  de masse 

L'analyse des d i a n i n o h e x o s ~ s  a <;té r e a l i s e e  pa r  spec t romét r i e  

de masse a f i n  de c o n f i m e r  q u ' i l s  é t a i e n t  s t r i c t e m e n t  i dontiques.  La d i f f s r e n c e  , 

de temps de r 6 t e n t i o n  ~ x i s t n n t  e n t r e  l e s  substances  i d e n t i f i é e s  s u r  l e s  diagrammes 

de CPG du diarninohexose i s o l é  de. B a c i l l u s  s u b t i l i s  e s t  s u f f i s a n t e  pour pouvoir  r 4 a l i s e r  

1 une étude e n  spect rom6tr ie  Ide masie. 

L'étude comparative des  s p ~ c t r s s  df- masse ( ~ i g u r e  20 ) prouve 

que l e s  deux substances  o n t  en  commun l e s  f r a ~ n e n t s  p r i n q i r c s  : fragments m/e 301, 

1 288, 158, 145. Ces fragments r é s u l t e n t  de l a  coupilre s X l ~ c t i v e  de l a  molhciile ail niveaii 

d e s  carbones p o r t a n t  une f o n c t i o n  ac6tamido ( ~ i g v r e  20 ). Ces f r e r n e n t s  p r i m a i r e s  

donnent des fragments secoridnires p r é s e n t s  dans l e  s p e c t r e  des deux p r o d u i t s  4 t u d i é s  

Le f'raginent p r imai re  m/e '501 doririe, per 18 per te  d'iuie 

rnoldci~le d ' a c i d e  nc6 ti que, l c  frnflment s e c o n d ~ i i r e  m/o 24 1 . Idn pvrte s i l c c ~ s s i  vct d ' n c i  de 

m/e 301 correspond 5 1~ ri in ture  de l a  l i a i s o n  e n t r e  l e s  c l rbones  1 e t  2 de l n  mol6cuki. 

Ce r é s u l t a t  e s t  corifirm6 par  1:-i ~rc:sencc d 'un fragment 

p r imai re  m/e 145 qui  donne l e s  fragmetits s e c o n d ~ i r e s  m/e 85. p a r  p e r t e  d ' a c i d e  ace t ique .  





Tableau XV Fragments primaires e t  secondaires carac té r i s t iques  

des spec t res  de masse des dériv4s ~ e r a c 6 t y l é s  du 

2,4-diacétnmido-2,4,6-tridEoxygluci t o l  deutére de 

Sac i l l u s  J-icheniforrnis ATCC 9345 e t  Dacillus subt i  l is  

Frngni~nts 

Prj  mnires 

139 

Fragments 98 

Secondaires 
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Un atome d 'nzote  e s t  donc l i 6  s u r  l e  cnrborie 2 de l a  mol~:ci~le. 

Ln pr6seiict? d ' u r ~  rCsidil ?':izote ::iir l e  carbone 4 est con- 

f irmée prir 1'6l;ude tlu f r:igrricnt prim:d.rSe in/e 2FB (juj tloniic! l e  fragment :iecnn?nire 

m/e 168 p a r  l a  p e r t e  s ~ c c e ~ s s i v e  de deux molécules d 'ac ide  acét ique.  L 'é l iminat ion 

d 'un cétène conduit  à l a  formation du fragment m/e 126 q u i  donne par  l e  m6me rnéca- 

n i s ~ e  l e  fragment m/e 84. L'exanen des s p e c t r e s  montre que l e  fragment m/e 288 s e  

dedouble en rn/e 287. Le phnnornène s e r a i t  dû à un mauvais &change avec l e  deutérium, 

c e  q u i  e x p l i q u e r a i t  l a  p e r t e  de masse de 1 des  fragments secondaires  observés.  

La présence du fragment m/e 158 qui donne l e  fragment 

secondaire  m/e 98 par l ' é l i m i n a t i o n  d'une rnol6cule d '  a c i d e  ac6 t i q u e ,  prouve que 

l 'atome d ' azo te  e s t  s u r  l e  carbone 4. Le fragment m/e 158 ne peut  ê t r e  expl iqué que 

p a r  l a  présence d 'un a,tome l i é  au carbone 4 e t  une f o n c t i o n  6 - désoxy. 

L'ensemble de ces  r 6 s u l t a t s  confirme l a  s t r u c t u r e  proposée 

p a r  SHARON e t  JEAFTLOZ ( 64 ) du diaminohexose i s o l é  d e s  polysaccharides de Bac i l lus  

l icheniforni is  ATCC 9945 e t  montre l e  diaminohexose syn th6 t i s6  p a r  B ~ c i l l u s  s u b t i l i s  

souche Rapidase possède l a  m6me s t r u c t u r e  chimique. 

F: - Nisc en 6vitlence de l a  pr6scnce d e  rl:sidus tl'hexosamjnes non ~ c é t v l 6 e s  
dnnr, 1:) f r s c t i o n  F 1 v 

Les hexosamines non ncCtvl<os, t r a i t L e s  pa r  l e  m d l a n ~ e  

n i t r i t e  de sodium - ac ide  acé t ique ,  sont  d6samin4es e t  donnent l e  2,4-anhydrohexose 

correspondant.  S i  l ' o s a m i n ~  non ac4 ty léa  e s t  si tuLe !> l 1 i n t 4 r i e u r  de l n  cha ine  poly- 

sacchnr idique,  l a  rtiac t i o n  s e  p rodu i t  avec l a  rup ture  (le 1 ,a l i a i s o n  o-glycosidique 

dans l a q u e l l e  l'hexosamine e s t  engag6e. 

IJa f r a c t i o n  FIV a i n s i  t r a i - t & ,  e s t  chromatographiée s u r  

une colonne d ' u l t r o g e l  AcA 31. Le p r o f i l  d ' é l u t i o n  ( ~ i ~ i i r r  21) montre que 1s f r a c t i o n  

FI* d4samini.e par  l e  m4lnnge n i t r i t e  de sotiium - a c i d ~  acttiquct possbde,en e f f e t ,  

une masse molkculaire i n f d r i e u r e  k l a  f r n c t i o n  FIV nnt,ilm. Nous pouvons donc supposer 

sue des  r é s i d u s  d'hexosamines non ac6 ty lées  s o n t  siti1F:s ? l ' i n t é r i e u r  de l a  chaîne 

polysaccharidique.  

I V  - Conclusions 

T,es p r o f i l s  d181ut ion obtenus au cours de l a  p u r i f i c a t i o n  

p a r  chroioatographie d'&change d ' ions  s u r  18 colorine de Dowex 1 x 2, montre que la  

f r s c t i o n  FIv est. un polysncchpriùe. La manse m o l i . c u l n i r ~  importante de l a  f r n c t i o n  

FIV e s t  en accord avec l e  procddé d ' i solemcnt  emplovC pour r>rt :par~r l e  mucus 895. 



1 - f r a c t i o n  F n a t i v e  
1 v 

Figure  21 Chi*omrtt;o~i.~>phj.e de t~r~i is i i~~;r  rnol4culni rc> s u r  c:olonri~, 

t l lUl t rogel  AcA 34 des  p r o d u i t s  de la désaminat ion  h i t r . euse  

de l a  f r a c t i o n  FIV 



[le l a  v i s c o s i t k  des ~nofits d e  f'ermentation de B : i c i l l i ~ ~  s u b t j l i a  souche R:ipidnse. 

Ces deux p r o p r i é t b s  physiques e x p l i q i i ~ n t  l e s  problèmes rencon t r&s  au cours  des 

opera t ions  de f i l t r 2  t ion.  

Lt6tude chimique du polysacchsr jds  qontre  q u ' i l  p o s ~ b d e  

une cornposition complexe. Nais, l a  nq tiire rnacromol~c i~ la i re  di1 polysaccharj  de ,  l a  

prrSsence (3e rt5sidus d ' t iexosmines non ac&t,yl(:~8 c t  cI1a(:irlo r;lucuronique np nous 

permettent  pas d ' o b t e n i r  un0 hydrolyse ciiicmtitati ve des  l i  aj sons gl,ycosidiqut.s. 

Nous avons cependant r(;tiiiit 60 p 100 de l ' a c i ~ l e  P ; I I ~ C I I ~ O T ~ ~ C I I I P  di1 ~ ) o I y n ~ c c h ~ r i d s  e t  

c e s  r é s u l t a t s  son t  en cours d16tude.  Ln corriposition molaire g lucidique q u i  e s t  

donnée, e s t  f ragmentai re  e t  approximative. 

1,e cnrric t è r e  hXtCrocXnp d c  1 r i  c:o.iir~o.ii t i  on g l u c i d j  qiie e,.; t 

encore accentué par  l n  pr4scrice du 2,4-~Ziac~~t;triiido-2,4,6-tridi.oxye~lucos~ ou 

bacil losamine.  Ce dinc6 tamidohexose e s t  un c o n s t i t u a n t  des parois  d e  Rac i l lus  

l i c h e n i f o r m i s  ATCC 9445 (SHARON e t  (85)) e t  c e t  argument e s t  en faveur  de 1' o r i g i n e  

p a r i é t a l e  de l a  f r a c t i o n  FIV. 

L'ensemble de c e s  r d s u l t a t s  nous a permis d ' i d e n t i f i e r  

l e  compos8 responsable de l a  v i s c o s i t é  des moûts de fermentat ion,  d 'envisager  son 

o r i g i n e  e t  de commencer son &tude chimique e t  s t r u c t u r q l e .  11 nous r e s t a i t  cependant, 

à montrer que l e  polysaccharide p u r i f i é  e s t  l e  n u b s t r ~ ~ t  (19 l"'i?nz,pne X". Ces rdsu l -  

t n t s  s o n t  exposés dans l e  c h a p i t r e  suivant .  



Noils avons abord6 c e t t e  6tude pour montrer que l a  f r a c t i o n  

FIV ' responsable de l a  v i s c o s i t é  des modts de fermentat ion de Bac i l lus  s u b t i l i s  

souche Hapidase, é t a j t  l e  s u b s t r a t  de 1' "F:nzvme XI1. Ce I;rnvnil a début6 en  col labora-  

t i o n  avec DELEBASSFS ( 23 ) par  l ' i s o l ~ m e n t  e t  l a  auri f i c n t i  on de 1' "Enzyme X". 

L 'analyse des produi t s  de l a  dt5polyrii6risation erizymnti que de ln f r a c t i o n  FIV, nous 

a permisde c a r a c t é r i s e r  1' "Enzyme XI' corrime Btant une endoglycosidase e t  p l u s  

pa r t i cu l i è rement  une endo-11-acétylhexosaminidase. 

I - Isolement e t  pur i f  i'c~ti'~n-de-iI~YEn~yme-Z'' _--------- -- 

L' "Enzyme X I '  s p t h é t i s e e  p a r  Bac i l lus  s u b t i l i s  souche 

Rapidase e s t  t r è s  i n s t a b l e  si e l l e  e s t  conserv6e sous forme rion p i ~ r i f j é e .  Enfin,  pour 

des  r a i s o n s  techniques,  i l  e s t  plils i n t é r e s s a n t ,  k l ' é c h e l o n  i n d u s t r i e l ,  d ' u t i l i s e r  

c e t t e  enz.yme sous  l a  forme de poudre E tomisee. 

A - Preparat ion de l a  poudre "Enz.yme X I 1  atornis6e 

C'est; à p a r t i r  de ce  s i ~ b s t r a t  que noils avons p u r i f i é  

lllEnzyme Xfl .  Le mil ieu de fermentat ion to t i i l  s i ib i t  d;ins rin prqinier tenps une opbrat ion 

de f l o c i i l ~  t i o n  qui ~ e r m e t  d ' f l j miner l a  majori t r '  d e s  ce1 l i i les .  Le surnqgeant est 

f i l t r é  s t4r i lpmsnt  sur  ca r ton  cg e t  E.K.S. e t  1 'C lua t  F S ~  atomisae en p r f k e n c e  d'un 

agent  de s t a b i l i s a t i o n  : l 'albumine.  

B - P u r i f j  c a t i o n  de 3.'~nzynç, 

Les é tapes  success ives  de l a  pur i i3 icn t ion  de l t e n z . m e  o n t  

k t 6  d é c r i t e s  dans l e  c h a p i t r e  Mat6r ie l  e t  Méthodes. 

1 - I n h i b i t i o n  des prot6nses  

Les d i f f é r e n t s  e s s a i s  de conservat ion de l'enzyme en so- 

l u t i o n  aqueuse, ncus on t  conduit  k u t i l i s e r  des i n h i b i t e u r s  des p ro téases  a l c a l i n e s  



,.-- ., Figure 22 :Chromatographie de l'enzyme X sur colonne de DEAE Cellulose 

.--+Activité enzymatique 3 h 



Tableau XiJI  Degré de p u r i f i c a t i o n  de 1' " Enzyme X !' 

au cours  du f r sc  tionnemerit 

Enzyme 
atomisde 

Frc2ci'pi t i :  

~ c 6  toniqiic 

P r é c i p i  t C  
s u l f a t e  

d ' ammoni urn 



e t  n c i d ~ s .  I P : ~  ::olu tiens d ' "Gnz.yme X" ronfrirrncrit (la 1 ' EIIrI'A ~t di1 PM:jF e t  e l l e s  

peuvent a i n s i  être t r a i t 6 e s  c a r  l a  p e r t e  de 1 ' a c t i v i t g  enzymatique e s t  f a i b l e .  

2 - R é s u l t a t s  

Le degré de p u r i f i c a t i o n  de l'enzyme a p r è s  p r é c i p i t a t i o n  

acétonique e s t  de 6. La p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  d'anrnoriium permet de p u r i f i e r  

12 f o i s  l 'enzyne ( ~ n b l e a u  XVI) . 
La chromatographie s u r  colonne rie DEAE-cellulose du pré- 

c i p i t é  nu s u l f a t e  ci'ammonium nous permet d ' i s o l ~ r  une f r . i c t i o n ,  6lirXe p s r  l e  

tsmpcn phosphata 120dT, pl1 6,7, qui  renferme 1 ' n c t i v i  t 6  ~navmatiqiie,  ( ~ i g u r e  22 ) . 
Le degr6 de p u r i f i c a t i o n  a t t ~ i n t  410. 

J,cn ooliition:: d t ~ n z y i n r  p u r i  Ti f ( r >  p:ir c ~ t  t e  m6thode ::ont 

a c t i v e s  e t  peuvent 8 t r e  consprvkes à + 4OC. Cependant, l ' n n z y m ~  perd t o u t e  a c t i v i t é  

l o r s q u ' e l l e  e s t  lyoph i l i s6e .  

A - Mise en  évidence de l a  diminution do l a  v iccosi  td 

Une s o l u t i o n  du mucils €395 r:ipidernent hydro1ysi.s e t  

l a  v i s c o s i t é  b a i s s e  sensiblement.  Notre t r a v a i l  s ' e s t  p l u s  pa r t i cu l i è rement  por té  

su r ,  l ' é t u d e  de l a  b a i s s e  de v i s c o s i t é  de l a  f r a c t i o n  F La f r a c t i o n  F n a t i v e  
IV* IV 

possède une v i s c o s i t é  i n t r i n s g q u e  de 323 A p r k  une hydrolyse de 24 h  à 37" C ,  

l a  v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  du polysaccharide e s t  de 93,12 m l / g   ableau au XVI~. 

B - Mise e n  évidence de 1 ' ac t i v i  t 6  endoglycosidasj  que 

La chromatogrnphie s u r  papier  des  hvdrolvsats  enzymatiques 

de l a  f r a c t i o n  FIV ne met tent  pas en iv idence,  l a  1jbr;rat ion de monosaccharides. 

Aussi avons-nous cherché à c a r a c t d r i s e r  l e s  p r o d u i t s  de d4gradation de l a  f r a c t i o n  
' 

FIV,$ar chromatoeraphie de tamisage mol<iculaire, u l t r a c ~ n t r i f i i p a t i o n  ana ly t ique  e t  

p a r  l a  déterminat ion de l a  masse rnol6culnire d e s  chaîncn:; polysnccharidiques l i b é r é s .  

1 - Chromato~raphio (je t ami sace  rnol6cul~i  r e  

La f r a c t i o n  FIy e s t  mise à incuber  en prbsence d'ennynie 

dans l e s  cond i t ions  d6vri  t e s  page 56. Lthycirolyr;at dc- 1  P f r a c t i o n  FIV e s t  chrorna- 

tographié  s u r  une colonne de Riogel P 150 qui a 6 t Q  AtalonnGe par  l a  f r a c t i o n  FIV 



Tableau NI! Propriétés physiques des fractions F IV native 

et F IV dépolymérisée 



e---- FA natif 
+- F4 hydrolysé 

Figure 23: chromatographie sur Biogel P 150 de I 'hydrolysat 
enzymat ique de la fraction 4 



l e n  même tenpç  aite l e  Ulcu d e x t r m .  lJrir coritr.~., l i i  I'rricl.ior, F' tiydi.oly:ic:e e:;t I v 
r e t a r d d e  s u r  l a  colorine m n i s  e l l e  coriser.ve un crir :~ct , i>~-e r r~ : i~ romoléc~ lk i re  ( ~ i ~ ; i i r e  23 ). 

2 - U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  analy  t ique  

1 Les r é s u l t a t s  appor tés  p a r  l ' a n a l y s e  des  d i a g r a m e s  

i obtenus p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ana ly t ique  confirme c e i ~ x  obtenus p a r  chromatoe;raphie 

i de t m i s a g e  rnol&culaire. La f r a c t i o n  FIV hydrolys6e possède une masse molecula i re  

i n f é r i e u r e  h c e l l e  de l a  f r a c t i o n  n a t i v e  ( ~ i g u r e  24 ). 

7 - Détermination de l a  masse molécula i re  de l a  f r a c t i o n  FTV 
hydrolys6e 

L'hydrolyse de l a  f r q c t i o n  FIV p a r  l'"Enzyme X" pur i f iGe ,  

condui t  ?i l a  formation d'irn polysaccharide de  masse m o l 6 c i i l ~ i r e  estimde h 19500 

da l tons .  Ce r e s u l t a t  n ' e s t  pas  rigoureusement exncte  c a r  l a  colonne d t U l t r o g e l  , 

AcA 34 u t i l i s é e ,  a  6 t 6  c a l i b r é e  avec des substances  de na tu re  p ro t id ique .  Nous i 
1 possédons, cependant, un o r d r e  de grandeur du po1,vsacch-iri (ln formé. 

C - Mise en h i d e n c e  de 1 ' a c t i v i  t 4  endo-N-acc t y l h e x o s a m i ~ ~ i d a s i  que 

L ' a c t i v i t é  endo-N-ac~tylhexosaminid~sjque a é t 6  é t a b l i e  

p a r  l a  méthode co1orirnc;trique de dosage des PT-ac6tylhexosarriines s i t u é e s  e n  p o s i t i o n  1 
1 te rminale  r é d u c t r i c e  (RRISSIC, e t  ;rl ( 68)).  Fous avons s u i v i  1 ' a p p a r i t i o n  des 

1 N-acc'tylhexoçamines e n  p o s i t i o n  r i d u c t r i c e  e n  f o n c t i o n  d e  l a  b a i s s e  de v i s c o s i t b  de 1 
l a  f r a c t i o n  FIy (Figure 25 ). l 'augmpntation cles groiipsrnents N-acBtylhexosamines 

r6duc teurs  termin:jux e s t  directement en  r e l a t i o n  avec l a  Snisçe  de  v i s c o s i t 6  du 

polvsaccharide.  Après 5 heures  d 'hydrolysa ,  1" v i s c o s i  t 6  dii polysacchar ide  n t t e i  n t  1 
Bn. p a l i e r  ~t noirs n 'observons p l u s  d 'augmentation (le N-acCtylhexoscunines e n  p o s i t i o n  

t e rmina le  r é d u c t r i c e .  

I 
III - Conclusion -- ----- -- - - - - A - . . - - - 

L'"Enzyme X" que nous avons i s o l 4 e  e t  p u r i f i é e  d e s  moûts ! 
de f e r m e n t ~ t i o n  de B a c i l l u s  s u b t i l j  n souche Rr ip j  tin::e, e:; t clc ti vc çiir l n  f rr ict i  on FI. 
priJ'j &. El l e  3,:polyrntlri se cc  polvnclcchrtr-i de o t l ib :  r-t? dc:;ch~iînon.i de mt3s~:e rl~olXcu- 



1 - f r a c t i o n  F l la t ive  
1 V 

T I  - f r a c t i o n  F d~nol~srnr'rjs6e 
1 v 

LILLE (9 
l"it;i~re 24 : Din~;rrirnmos des fructioni;  F n * i t . j v ~  n t  1" cic:polyiri,:rjz(:~ 

3 71 I v 
obtenus par u l t r ~ c e n  b r i fuga t ion  ~ 3 n s l - y  t,i qine 





~p&cif'iqilc CZI. l n  fr:~cI,iorl F TV' 
I,c noriil>r.e ric co\ipilr.i. nii,~yin.i t,j ( l i ~ c .  r~ciit $ trqo c!vtil\lc( ii '-10. 

L' 4 tude dv:c pi.odui t:; (Ic clc:{:rritlatj on riou:: p~r.iiir? L O(? cor~cl 11 r.c (IIJP c:c t te QrizymP es t  

une endo-N-nc& ty lhnxos~min i  dam. 

11 nous r e s t e  maintcnnnt W rnettrc en  ( h i d e n c e  l ' o s e  en  

p o s i t i o n  t e rmina le  réduc t r i c r  aprbs 1' hydrolyse enxym-ztiqile de l a  f r a c t i o n  FIV. 

Ce r é s u l t a t  s e r a  obtenu 1 orsque 1 ' hydrolyse  de:; lisi son:; g lvcos id i  ~ u e s  s e r a  r 4 a l i s é e  

q u a n t i  tat ivament.  



A 1 ' o r i g i n e  de mes travaux s e  sj. tuen t  l e s  deux problèmes 

technologiques posés p a r  l a  S o c i é t é  Rapidase de S e c l i n  : 

I o  - Celui  de l ' i d e n t i f i c a t i o n  de l a  substance visqueuse 

qui  appara.î t  p a r f o i s  dans l e s  moûts de fermentat ions  de 13acillus s u b t i l i s , ,  souche 

Rapidase, d e s t i n é s  à l ' i so lement  d ' u n e d -  amylase e t  qu i  provoque l e  colmatage des 

f i l t r e s  e t  l a  p e r t e  des prCpa?-ntions ; 

2 O  - Celu i  de l ' i s o l e m e n t ,  de l a  p u r i f i c a t i o n  e t  de l ' i d e n -  

t i f i c a t i o n  de l'"Enzyme X" dont l ' absence  dans  l a s  rnoats e s t  responsable de l ' appa-  

r i t i o n  de l a  v i s c o s i t é  de ces  de rn ie r s .  

Nous avons ~ b o r d 4  c e s  deux problèmes en nous proposant 

de  r é a l i s e r ,  dans un premier temps, l ' i ~ o l e m e n t  e t  18 p u r i f i c a t i o n  de l a  substance 

visqueuse e t  dans un second temps, de l ' u t i l i s e r  commc s i l b s t r a t  spéc i f ique  de 

l'"Enzyme X". 

Les conclus ions  que nous pouvcns t i r e r  de n o t r e  &tude 

son t  l e s  su ivan tes  : 

I o  - D~lns une promière p h î s e ,  nous w o n s  m i s  au po in t ,  

en co l l abora t ion  avec l e s  Laboratoi res  de l a  Sociht(: Rqpjdase, un proc4dk d ' u l t r a -  

f i l t r a t i o n  s u r  membrane Bnicon 50000, quj nous a permis de prWparer, à p a r t i r  du 

mi l i eu  de fermentat ion b ru t ,  une f r a c t i o n  hetérogène d 'un "mucus" qui  Penferme l e  

composé visqueux, m i s q u ' i l  posskdni t  une v i s c o s i  t 6  i n t r i n s è q u e  4levée e t  6 t a i t  

s e n s i b l e  à l ' s c t i o n  de l'"Enzyme X", Cet te  p r é p ~ r a t i o n  es t  u t i l i s s e  à l ' eche lon  

i n d u s t r i e l  pour d6 terminer  1' a c t i v i t é  enzyrtiatique li au cours  de 1 a fermentation.  

L 'analyse  de l a  composition cent6simale du mucus niontre 

q u ' i l  s 'wit d'une substnnce d e  n ~ t u r e  ~ î r l c i d i q u e  e t  p ro t id ique ,  tiét&rog?>ne, r i c h e  

en N-acétylhexosainines, en a c i d e s  uroniques e t  en  compost:^ phosphoryl(!s. La mise 

e n  évidence de compos6s anioniques nous a g-uid6 dan:; l e  choix des proc4dt:s de f r a c -  

tionnement du mucus deri tinti:i en i oo le r  l~ i  r7i i t ) : l tnr ic~ vi :;clilc.iine. 

2 O  - Le fractionnement di1 riuciis a é t 6  r é a l i s é  p a r  chroma- 

tograph ie  d'échange d ' i o n s  s u r  colonne de Dowex 1 ?: 2,  i l ' a i d e  d 'un  g r a d i e n t  d ' ac ide  1 



c m a c  té r i s  t iques .  

3 O  - Lf6tucle de l n  composi tiori chimique de ces  5 f r a c t i o n s ,  

a f o u r n i  l e s  r é s u l t a t s  s u i v a n t s  : l e s  f r a c t i o n s  FI e t  FIII sont  de nature  glyco- 

~ r o t i d i q u e  ; l a  f r a c t i o n  FTI wt  prot+:i(iique ; l e s  f r a c t i o n s  FIV e t  F s o n t  d e s  v 
polysacchar ides  ; l a  f r a c t i o n  FV, r i c h e  en glyc6rophosphates, renferme des  a c i d e s  

té ichoïques .  

4' - L' analyse  comparative des  p ropr ié  t 6 s  vi scosim6tr iques  

d e  chncune de c e s  f r a c t i o n s ,  montre quo I n  f r a c t i o n  FIV possRds l a  v iocos i tk  in -  

t r insèque  l a  p l u s  f l evée  ( tg] = 923 m l / g ) .  E l l e  e s t  doric Ir support  de l n  v i s c o s i t é  

des  mil ieux de fermentations de Rac i l lus  s u b t i l i s  souche Ranidase. 

5 O  - La f r a c t i o n  FIV a é t é  o u r i f i é e  p a r  une seconJe chro- 

matographie s u r  l a  colonne de Dowex 1 x 2, avec un g r a d i e n t  d ' é l u t i o n  en  a c i d e  

chlorhydrique p l u s  é t a l é  : de O à 0,S A .  Nous avons  ins si obtenu une f r a c t i o n  homo- 

gkne . 

b0 - C e t t e  f r a c t i o n  pur i f iGe e s t  c o n s t i  tiiCe par  u n  poly- 

sacchar ide  dont 1s masse moli.culaire, déterminée par  u l t r n c e n t r i f i l g a t i o n  a n a l y t i q u e  
+ 

e s t  de 1000000 - 50000 da l tons .  Sa v i s c o s i t é  in t r inçhque  p s t  de 323 ml/g. Il e s t  

cons ti tu4 de 24 p 100 de monosaccharides neu t res ,  de 51 , 5  p 100 de N-acétylhexosarnines, 

de 3,5 p 100 d ' ac ides  u ro~i iques ,  e t  de 0,92 p 100 de r e s t e  phosphoryles. I l  p e r s i s t e  

donc un indosé de 19 p 1 OC. 

7O - Les monosaccharides n ~ u t r e ç  ont  4 t 4  i d e n t i f i é s  au 

g a l a c t o s e  e t  au mannose, l ' a c i d e  uronique ? l ' a c i d e  glucuronique e t  les hexosamines 

(dont une p a r t i e  e s t  SOUS forme non acétyl4e , )  R l a  N-ac4tylgslactosamine, à l a  K- 

s c 4 t y l ~ l i ~ c o s ~ r n i n e  e t  nu 2.4-dincé tami do-2 ,4 ,h - t r id~~oxy~ .~ l i1cose  ( b ~ c i  l losamine) . Ce 

d e r n i e r  sucre  n ' a v a i t ,  , jusqut4 p résen t ,  e t 6  m i s  e n  h i d e n c e  que dans l e s  g l u c i d e s  . 

Elabords par Bac i l lus  l icheniforpij ,n ATCC 9345 (SIIARON e t  JF:AJVI,PZ ( 84 ) ) .  Nous en 

'37F1. avons coiifirrnl$ le s t r v c t u r e  chiniique pnr spect,rornl<trip do rila.. 

80 - La na tu re  mncrornolFci~laj r.e du poly~cncchnri (le H I I : ; P ~ ,  

e t  s u r t o u t ,  l a  prgsence d ' a c i d e s  uroniques e t  d'hexosaioines non ac6 ty lées  nous o n t  

empQch6 tl 'hytlrolyser qu~in t i  tativernerit l e s  l i  c i i  soti:; (:lycouj d j  que.: e t  de dé  te rini rier 



niolsiren qilc rioij:i propo:;oriii doivorit. ~ ~ L J - C  cori:ijclc:r~l:i corrirnc! tr;b:i tii~l,r-ox.imnt,iI':i r\t 

p r o v i s o i r e s  : ga lac tose  5 ,  mannose 1 ,  a c i d e  g l i~curon i  que 1 ,  ri'-ac6tylglucoscunine 6, 

N-acétylgalactosamine 9, baci l losamine 1 .  La présence de l a  bacil losamine nous 

f o u r n i t  un renseignernent precieux siIr l ' o r i g i n e  du polysaccharide visqueux c s r  il a 

é t é  démontré que c e  g luc ide  e s t  un c o n s t j t u m t  des  nol.ym:ares de pa ro i  chez B a c i l l u s  

ljcheniformis ATCC 9945. Par  analogie ,  noug pouvons donc supposer que n o t r e  polysac- 

char ide  e s t  d 'o r ig ine  p a r i é t a l e  e t  que son a p p a r i t i o n  dans l e  mi l i eu  de fermentat ion,  

e s t  l i é e  à une l y s e  bactérienne.  Ce t te  hypothèse e s t  d tq&e par l e s  f a i t s  s u i ~ n t s  : 

- La v i s c o s i t 6  nii{:mente lorsqiie 1s fermentat ion a t t e i n t  

c inquante  heures  d 'âge,  c'est-:-dire que l a  cultixre bact6r.ienne e s t  proche de l a  

phase de l y s e  ; 

- La f r a c t i o n  FV quo nous avons i s o l 8 e  du mucus renferme 

des  a c i d e s  t4ichoyques dont on s a i t  q u ' i l s  sont  des cono t i tuan t s  d e s  pa ro i s  d e  nom- 

breuses  b a c t é r i e s .  

9 O  - L'"Enzyme X" a pour ililhr:tr:qt spiicifiqile l e  polysac- 

char ide .  \Tous 1 'avons ~ u r i f  it:e p a r  fractionnement s u r  colorine rie D U E  - c e l l i i l o s e  

a p r è s  p r e c i p i t a t i o n  pa r  s u l f a t e  d'ammonium de l a  ~ r 6 p a r n t i o n  enzymatique i n d u s t r i e l l e .  

Au cours  de c e t t e  p u r i f i c a t i o n ,  nous avons observg que 

des  p r o t é i n a s e s  6 t a i e n t  responsables  de 1 ' i n s t a b i l i  t 4  de 1 ' "Enzyme X" en s o l u t i o n .  

Leur i n h i b i t i o n  par  1'EDTA e t  pa r  l e  P.M.S.F. nous a nerrnis d ' i s o l e r  une enzyme a c t i v e  

e t  p u r i f i 4 e  400 f o i s .  Ce r 6 s u l t a t  a conduit  l a  Soci4t6  R ,~ idaçe  à prapare r  une poudre 

"Enzyme X I ' ,  atornis4e, s t a b l e ,  qui e s t  u t i l i s R e  h 1 '6chelcn i n d u s t r i e l  pour diminuer 

l a  v i s c o ç i t é  des mofits de f ~ r m e n t a t i o n .  

l Q O  - L'ac t iv i  th  e n d o g l ~ ~ c o s i ~ l s s i  que t l ~  1' f*Enzyme XI' a é t é  

démontree pa r  l a  mise en hvidence de l a  (fiminution (le l n  masse mol6culaire dii poly- 

sacchar ide  p r i f i 6 .  Nous avons proiiv6 que  I'cntioirlvccr;irl,i:;o e s t  une endo-FT-ac6tvl 

hexosaminidase en c a r a c t e r i s a n t  les  r é s i d u s  de N-ac4tylhc~xosarnines apparus s n  p o s i t i o n  

t e rmina le  r é d u c t r i c e .  

soumis : l ' j so lernent  de l a  substance responr:able iie 1:i v i s c o s i t d  des moûts de fermen- 

t a t i o n  e t  l a  c a r a c t é r i a n t i o n  d e  1 "'Enzyiie XI1, :;on t cioric pnr t i s l l ement  rGsolus. 

Toutefoi:;, d e  nombrru:.rss rcchi t rch~t ;  son t  encoi-c ni:c~:::.:ii i.c:i poi1r 6 t n b l i r  I n  conipositioii 

chirnique e x a c t e - e t  l a  s t r u c t u r e  ciu polysncclir~r.iile n i n n i  qi l t '  In nntilre p r c : c i s ~  d e  



l'endo-l!-ac~tyl.hexosaminidHse. D 'au t re  p a r t ,  l ' o r i g i n e  p n r i  ; t a l e  du polysacchar ide  

pourra  ê t r e  déterminGe p a r  d e s  é t u d e s  e n  microscopie 6 lpct ronique.  Enf in  nous nous 

proposons de rGticul .er  l e  p o l y s n c c h n r i < l ~  dont nous ~ i n s n ~ d o n a  den q u n n t i t f s  importantes  

e t  de l ' u t i l i s e r  comme support  d ' n f f i n i t o  en vuc d'isole?- (.k d e  pur i  f i e r  i n c i u ~ t r i e l -  
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