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,,\ bac1lload It does not 3#9W”at 37 C, but does grow between., L
~ R

. affe\ted by. several factors.

ey

.1fs gram—negatlve, non mptlle* the monpholgh&'1sfpredom1na~-

‘oO Cﬂand 30 C and therefore it can be consrdered as a

o '.f'.'. B
15' was 1solated at 4JC from tg;\@_J
_of Brewery Creek, ét 1ts entry rhto the Ottawa

- —— ."" e

R}ver._

tely drplococcold but appears at tlmes as dlploba01l101d or

facultatlfely psycHrophlllo bacter m. It grows aeroblcally

‘in a,mlnlmal!medlum Thls bacterlum possesses a vef’

YA strong -
e . by
11p ytlc act1v1ty on dlfferents supstratesb S ’

R B
Acmnetobacter 016 produces €wo . klnds of leQlytlc

. enzymes durlng the’ logarlthmlc phaée of 1ts g owth ; C -

' ductlon of .the enzyme ' reached just be-

_leldlng and enter the® statlonnary phase.

- » \ ea

5 .

' 14‘ An extracellular llpase, able to hy rolyse naphtyfﬁ
5

laurate and emu151f1ed esters of gl?%erol

~

v - B

2+ An esterase assocmated w1th t\e\);l s,ldegr ng

naphtyl acetate and naphtylf%utyrate but not naphtyl laurate.

' The productlon of both.enzymes (llpase and esterase) 1s

. LS

& Sooa

1= Comp051t10n of the grbwth medlum. A good llpase :f '?
productlon is poséIBIe 1n a complex medlum (peptone and yeast

extract) Synthetlc medla support the growth but no llpase

productlon Rroductlon of the esterase is less affected by

i o

the’ comp051tlon of the medlum 'd f:. o :-\.

‘24 Incubatlon temperature. The max1mum productlon of

llpase occé?% at 20 C or below. The esterase productmon, how—u-f g

- » t *
3 .
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v , By analytlcal Qentrlfuge technlque; and electrophoresisf‘

:purlfled enzyme) is nearly the same.

,ever, 1s hlghest when Ac1netobactef@016 is grown-at 30° C

f

a

',act1V1ty i; S ) R 'i\\,

i

:Q-:sephadex G ' then on D. E .A.ES sephadex columns;' However,
2007

"-:the enzyme was shown to be noy pure. o '_ A

,wﬁ} ,4- Effect .of aeratlon of growth medlum Shaklng the -

= . ' . o . '-"ﬂ . | o . )
- . . .- ) —xl— ‘:'- o : .
oG ' T e . ' 1 ._

= - -t “ "

o 1-37 pH of the medium. Inltlal\pH level GE. 6. ¢ 15,

LI

best‘for 1i paSe productlon. PR o _ e '_nﬂ- L.

o
L

cultures to’ 1ncrease aeratlon results 1n decreased llpase

L \

*

‘The llpaeé can be prec1p1tated"by (NH4)ZSO4 from the *

" céll- free medidm, and purifled by gel flltratlon, first on . -
—\“_-—\‘ +

9 . L]

the losses of act1v1ty are after preC1p1tat10n very large.'

A 250 fold purlflcatlon was obtalned“”

‘ 4

~

The crude ex ct (superqataﬁi of a culture) shows two -

4
) 4

peaﬁs'of'activity The enzyme partlally purlfled has an °

act1v1ty optlmum at pH 8. The max1mum act1v1ty is observed
i r

at temperature near 35 C w1th the crude extract and near

&

32 w1th the partlally purlfled enzyme.. The effect of. heat

on 1nact1vat10n of llpase in- bbth case (crude extraét,.partially‘
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.Resume‘. S .-:~_.. ~—

¢ éc1netobacter 016 a ete lsolé a partlr d un echantlllon
o ad

de sé&mment d'eau douce (cELfluence de la r1v1ere Ottaw

o)

- - et du. rulsseau de la brasserle) j C'est une bactérle gram

- negatlve,_lmmoblle, qaractérlsée par un certaln pléomor—,
phisme. Son developpemenqsa 0 C(et son’ absence de crois-
sance ag§7 (ol permettent de la classer comme une bacterle.
psychrophlle facultatlve. -~ Ses be501ns nutrltlfs sont ' _;'.\;4

_falbles.-Son fort pouv01r de degradatlon des gralsses permet

de la deflnlr comme llpolythue. o o T
» ‘ .
Au cours de . sa phase exponentielle de cr01ssance la - .

'-bacterle produ1t deux»systemes enzymathues-

La llpase actlve sur les emu151ons de trlbutyrlne

et a4’ hulli‘d OlLVE, et v1s a vis du naphtyl Jlaurate Elle'r
‘ est rejetee trés tot dans le mllleu et elle s'y accumule
jusqu a’ ce que la croassance’yélentlsse. |

2— L'estérase qui est essentleilement 1ntracellula1re,
elle hydrolyse le naphtyl acetate .ou le. naphtyl butyrate.

A la fln de la cr01ssance, 1'enzyme se retrouve en partie

~

o .
[ ' " - = !
—‘,_“______‘ ‘ ) . L | . ;

lu1:air : : ‘ - o ) Y
: o S \\»-—w — - oy e . Co
Larproductlon des enzymes llpolythues par cette bactérie j

dans lermilieu externe, consequence probable de’ la lyse'cel- ' B
I

est trés varlable. Elle depend 1argement-'

-

l— de 1la composmtlon d% mllleu de cr01ssance de. la
,bactérie.‘ Les milieux complexes (peptones et extrait de

levure) favorlsent la productlon de la- llpase, a 1 1nverse

les mllleux synthethues sont de pletres supports ‘pour la

o ( ) . . —
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production:de‘cette enzyme..

-

2- 'de la température d'lncubatlon du’ mllleu de oal-.
ture} La 11pase est produlte en. plus forte quantlte pour
'des temperatures-< a 20 C ce o::xpeut etre attrlbue au- -

”Caractere psychrophlle de 1a bacéérle.- Quant 3 1° esterase‘
'.sa productlon est plus importante pour des temperatures
.v0151nes de 30%. ol _ | _

. )/T- ‘3; du'pH du milieu. Un pH 1égerement ac1de (6. 6)

conv1ent mleux pour la prdductlon de 1a llpase. oL

\\ ) - .
4- de l'aeratlon du mllleu qui est néfaste pour 13 .
. . __/—-""‘-____,_,u_ * ' ' . . - . ne . ’_.' ’ '

.iipase.' )

La llpase presente dans le surnageant de la culture"
est pre01p1tee par (NH4)2SO4, puis elle est purlflee par_

Cun premler passage sur sephadex G200 su1v1 d'un deux1eme

—

passage sur D. E A. E. sephadex.. En;déplt d'ung perte E
1mportante de 1° activ1te au moment de la pre01p1tat10n
.
 par (NH4)2504, l'activiteé spec1f1que de I echantlllon apres

le passage sur D.E. A, E sephadex, est de 22. 2 unltes/mg de

. protelnes ce gui- represente Qaﬁ\enzyme purlflee 250 fois

par rapport 3 1' échantlllon initial. . L' ultracentrlfugatlon

-
CEN

et l'electrophorése sur gel Qe polyacylamlde ont permls de -

P 1
demontrer 1! heterogenelte des échantlllons provegant de B S

]

f,—,sephadex G20.0 ou de D.E. A E. sephadex.

I3

La lipase d'Acihe‘tobacter'O16 Présente & l'état brut
_ deﬁx ﬁh.optimum d'activité. A 1;§tat partlellement purlfle
seul sub51ste le pH optlmum v01s

- -~

est &.35% pour l'extrait brut et 3 329C1pour l'extrait

fr'

P ‘
de .8. L'act1v1te Optlmale

e

B~

...'_-? -

arra -

Arreaswr
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Partlellement Purlflé Enfln l'lnactlvatlon par la tempé- S

rature de l enzyme l'état brut estnpéu dlfferente de celle !

" obtenue avec l'enzyme partlellement purlfiée. St . ﬂ
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'.Chapitre I

. ‘ 1 ! i
S "'INTRODUCTION-u;
. . “

L'ex1stence ‘des enzymes 11polyt1ques a éte reconnue e

P

'depuls plus de 130 ans. "Leur presence est mise- en ev1dence
dans 1e regne animal. (pancreas) dés 1846 par Claude Bernard
(1), dans le regne vegetal (gralnes de. plantes) en 1871 par

Muntz (2), enfln dans le domalne mlcroblen en 1901 par

Eljkman (3) Ce n'est qu'“ partlr de 1950 qu on leur porte )

l.i un- Plus grand 1nteret par sulte de leur actlon favorable

_ou prejud1c1able dans l lndustrle allmentalre et dans le
domaine médical. - - . o E-

L

I..." Répartition dés ‘enzymes lipolYtiques

Chez les mammiféres, elles sont- presentes dans la plu- =~
part" des organes (pancreas, cerveau, coeur, poumon, ovaire .

etg)) dans un certaln nombre de tlssus (peau, tlssu adlpeux,

P

retlne, etc.), et egalement dans les fluldes (Ialt, salive,
‘sang, Certalné‘sucs ..;). Elle ont étéQsignalées chez
1;

.ar autres vertebres comme 1@ poulet, le plgeon, 1es pozssons,

. ete. (4). S 3

A} . e . - . - . -
. ' b - - N ) " ) 3
‘Quant ‘aux lnvertebres, des sponglalres aux insectes,

T ils sont largement pourvus q' enzymes llpolythues, que ce
a

 soit au. nlveau des sucs dlgestlfs, de l'haemolymphe, ‘des

' glandes sallvalres, des muscles ou des oeufs

. % .
"Chez les vegetaux, la locallsatlon de ces. enzymes dans

'les dafferentes partles de la plante n'a pas Eté etudlee de'
[ Y .
T N

't
-
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J"" Chez les mlcroorganlsmes,»la 11polyse 3. été d’ abord

. R ST : L Sy
C AP : :

wfagon'trés'approfondie. Elles sont presentes dans les

gralnes ou les frults de l'hulle de palmé de la 1a1tue,

o

du houblon, du ble, du. coton..., oll elles provoquent parf01s

des deterloratlons.-

et surtout étudlee en mlcroblologle allmentalre {5) par

M

sulte de son 1mpact économ1que.< Il est genéralement a@mrs,

-

que les. mlcroorgqplsmes llpolythues Jouent un role 1mﬁortant

_ dans la maturatlon des fromages etgdans la degradatlon~ﬁes

" p duLts laltlers. A1n51, le ranc1ssement du beurre débute. -4

o

par l'hydrolyse des gralsses sous l'action de dlvers orga—

nlsmes dont des momslssures du type Asperglllueget Penlcllllum
. —7

(é)t. Depuis de nombreuses années, et plus partlcullerement

depuls les expérlences de Wltter en 1961 (7), 1e -genre:

Pseudomonas -est reconnu comme le genre provocant le plus

grand nombre de prejudlces. Ces - bacterles ou leurs llpases

+

qu1 sont le plgﬂ souvent thermostables, sont é 1'or1g1ne des

odeurs desagréables qui peuvent se developper dans les cré-

, ,mes, les beurres, et ce, méme aux basses temperatures,(s),,

. En 1967 Fryer et al. (9) montrent que les bagtéries. :
llpolythuesAixllaltvcru peuVe représenter 40 ‘-10%' '
‘microflore tot . Ils testent .act§v1te d'une quara talne

\

" de bacteries 1solees des’ prodults laltlers (9), den 22 co-

ques gram positif ?hlcroqoqhe, Sarcina, Staphylocoq

\
20 batonnets gram,negatlf (Achromobacter, Aeromonas, Alca~

llgenes, Pseudomonas), toutes exercent une act1v1te plus ou

m01ns 1ntense vis 3. v1s de la trlbutyrlne ou des gralsseedu




e '-' LT e
- ATEit; Les memes auteurs (10) mettent en ev1dence la méme - e
1 . .

année, la dégradatlon de la trlbutyrine par 56 bactérles pro- ,/'
ductrlcé’ d'ac1de 1act1que. ‘

. ‘1 ’
Peu d'études ont été entreprlses pour déterminer l'1m—

portance et la nature des mlcroorganlsmes llpolythues dans-‘

. t

AT

‘ les solsf ‘les sédlments eg)les eaux. Les - germes llpolytl- . | 'Wﬁ

tlgs Y. sont pourtant bien repre—
-~ ®
sentes, 1ls constltuent le 1/s5 de la mlcroflore totale pour

" ques psychroph\les facult

Tes echantlllons d'eau (11), le }/2 pour les echantlllons
?de sedlments d ean douce (13), le 1/8 dans le cas de certains .
'sols (13). Parml les mteroorganlsmes 1soles de ces echantxl~ |

. lons les . gram negatlfs sbnt en tres forte majorlte (12) (13),

en partlculler, comme le montre-Blalse (tableau no.. 1) les

Pseudomonas et les Acmnetobacter predomlnent On trouve, en -

quantité& non negllgeable, des Aeromonas dans les eaux polluees“

'(tableau‘no l) et’ des Flavobacterlum dans certalns echantll—

_lons d'eaux et de sols glaclalres (12)

‘Eni 1969 Tysset (14) .met en ev1dence l'lmportance de la

r > -

llpolyse chez les bactéries marlnes, sur 234 souchés 1solees;

F - t [ ]

de l'eau de. mer des anlmaux marlns, ﬁu plancton *89% des =

;Pseudomonas, .83. 8% des Phytobacterlum, 76% des Achromobacter,

92. 6% des Vlbrlo, 100% des Serrat1a sont pourvus dLenzymes

_degradantgles gralsses. f‘ _— _ I ;. o Ju;}
) Dans les dlagnostlcs de 1aborat01res medlcaux, le test '

de llpolyse est. encore rarement utlllse, blen que cette deterr

'_mlnatlon puisse contrlbuer l'Ldentlflcatlon des agents

'responsables de dlverses maladles (15) _ En lQBZ, Lenetsner~(16)
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'étudie cette kstivité-chep.des ehrérobectéries et ohez des

. 1,--. -~

bacterles 1nfect1euses du pus la majorlte de ces dernléres
¢

(Mlcrocoques “S&aphylocoques, Pseudomonas aeruglnosa) dlsso—- -~
L

¥

B c1ent les tweens qﬂl sont des esters du. sorbltol et d'ac1des--“

gras, ces falts avalent eté egalement rapportes par Balrd- ' o

R Parker (15) et par Slerra (17) ' Les resultats sont trés

-

Varlables dans le ca€ des Enterobactérles Cependant a!' apres
Lenetsner‘(ls), toutes les souches qul possédent une act1v1re

llpolythue ﬁ155001ent le -tween. 20 monolaurate de sorb;tol

par conrfeﬁig tween 80 monooleate de‘sorbltol.est plus rare-

-

ment hydrolyse, 11 est. degradé par Serratla marcescens et '

v

-

Enterobacter aerogenes. Les donnees concernant l act1v1té

llpolythue des mlcroorganlsmes sont encore fragmentalres et . T

parfors contradlctOlres, et ce, en ralson de 1 absence d’une

‘ methode unlque communément admrse pour déterminer . cette actl—

. at enzymes.b La famllle des esterases est’ la plus couramment-v

v1te, et du trop grand nombre de. substrats naturels (gralsses
de porc de boeuf, du lait, des gralnes etc...) ou synthétiques

(trlbutyrlne tweens etc...) testes. o -

LY

II. ggrminplogié

Le terme de lipolyse ou hydrolyse des gralsses, laisse
F-]

prevorr vu la grande varigté des corps gras, dlfferents types

étudiée. Ces enzymes hydrolysent les é&arsons esters de
dlvers SUbStratf,iiEEﬁlques. Le terme est ‘trés general et
mal diflnl. A l'lntérfear-de cette famllle, i1 est coutumier
de fai re une place partlculrere aux llpases, cependant 1a
‘ligne gde demarcatlon entre les_ deux n'est pas deflnle de

faqon absolue. | -

c | - - ="



.Dans. le passé la dlfférence est établle sur - la natgre S

o —

" dn substrat et.plus partlculierement sur . 1a longueur de la’
‘fchaine a' ac1de gras-‘ies llpaSES’S attaquent préférentlelle-‘
'ment aux’ substrats a. longues chalnes d’ ac1des gtas, alors que X -
_ les e;térases hydrolysent les corps gras 3 courtes chaines, - y

-

tr&s souvent le hom d'all-estérase est attrlbue 3 ces der~
nleres.(lS;?} En. 1961 l'Unlon Intersatlonale de BlOChlmle
,nommerlipa les enzymes gqui hydrolysent les: esters du gly—-
P cerol en - emulslon, et esterases celles qu hydrolysent ces

_substrats a 1'état solu le. A la méme &poque Desnuelle (lQ)r

:publle des travaux sur la llpase pancréathue, 11 1ns1ste

-

. sur l'etat phy51que des substrats de la 9&pase; i;s”doivent'.

’Aetre kous forme a'emu151on.

Actuellement la Commlsslon des Enzymes de 1° Uhloh Inter-

"'natlonale de Bloch;mle, defln;t urie . v1ngta1ne ar hydrolases

-

' ayant “une actlon _su? les esters carboxyllques, et donné're f
nom'ﬂ hydrolase des esters du’ glycerol"‘a la 11pase, ce qui :
‘ne 51gn1f1e pas, que la llpase aglsse unlquement sur les
,esters du glycé&rol, en reallte la plupart des llpases pos-' _'f} e
sedent des act1v1tes addltlonnelles vis a vis d aptres

::substrats comme les esters - hénollques ou les alcodbls mono
"éliphatiques. Les’llpases peuvent donc etre con31derees
comme une classe partrcullere d'esterases, qui hydrolysent
'preferentlellement sous forme d'ému131on les trlesters gras. o

j'du glycerol ou. glycerldes,.constltuants pr1nc1paux des hu.Lles‘a
et des gralsses pour lés transformer en dlglycenldes, meho-
glycerldes et a01des gras. ;’ | |".' o _—
L'état physique des.substfats:de‘ia lipase est
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L]

culler, on"peut Supposer a priori)fque les centrescatalyfié-

‘o . ques de ces deux systémes enzymathues son; analogues{ coe
i EffectlvemEnt c est ce que- demontrent“Lawrence, Fryer, : '

' Relter en 1967 !20).avec 1es llpases de. Mlcrococcus freuden-~

" reichii et de Pseudomonas frag1 et Desnuelle en 1971 (21)

avec 1a llpase pancreathue.h-Ces_enzymes possedent tout C -
scomme l'estérase, un centre catalytrque du type serlne—' |
hlstldlne, et il fonctlonne sur le meme prlnc1pe. Oﬂ se

trouve alors la dJ.fference'> Desnuelle (21) t BrocHerchoff

A

: (22) emettent 3 hypothéses p0551b1es pour réso drecxapq;nt

-4’ 1nterrogat10n.

M

-1 ,.La,molecule'de lipase\posséde 3 sa. surface, contralr -

ment & la plupart des protelnes, Une large région hydroph be
» W

responsable de 1° attachement de la molecule a des 1nterfaces

également hydroghobes.. Il est1anoterque ce falt n' est ‘pas, 1/~

1 apanage exclu51f de la llpase, a' autres,p:otelnes poesédent
At B A R

la méme proprleté S S LT e

=2 La llpase £n solutlon -@est une sorte de prollpase depour~

[ 4

vue de centre catalythue fonctlonnel. _L'adsorpt;on de la’ =

molecule l'lnterface provoque une variation limitéé de sa _ v

conformatlon, et par su1te son actlv?tlon. Il n a jamals &te - [
p0551ble de tltrer un centre actif au sein-de 1a molécule de

llpase dans. un mllleu sans 1nterface;//// o T -

- e e ' T
o ¥ d

P

(\ ' h T . LS
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-11 convlent de c1ter deux autres famllles a'

des llpoprotemnes

lieu, chez les mammlferes au nlveau de

t1Ssu vasculalre) et dans 1e sang apre

,if‘jp:. e 7_5"'.l:".f: AN
-3  Le centre-actlf de la lipdse ést constrult de telle :

sorte, que l étape qa' acylation de 1\

acte catalythue, ne .
fpeut pas av01r lieu lorsque les molécules de substrat sont.

complétement entourées d'eau La réactlon peut alors etre‘

schematlsee de.-la facon sulvante.

'résultant de l'attaque du carbone carboxyllque par l enzyme

se decompose en leerant d'

abord un anlon alcoolate, en pre—

———

sence d'eau celul

~ci se transforme éen alcool tandls que, : .
ﬂ_/“ .

-thydroxyle se flxe sur le complexe dont la decomp051tlon

& N ’
est completee par la llberatlon_de l acmde et la régénération

de 1 enzyme. Par contre

au nlveau a’ une 1nterface l env1ron-

-

nement“est pauvre en eau, ce qul fac111te cette attaque. ST

Nos connalssances sur cette ‘enzyme trés orrglnale qul‘
1

étérogene, sont - encore ‘in-

Il est probable que dans un proche avenlr,

catalyse une réactlon en mllleu h

complétes.: un' Bon

nombre de questlons -seront_ resolues..t» ) 7 S

En plus des deux types ar enzymes préalablement decrltes,-

enzymes llpoly-

N A”

thues- -les phosphollpases,

k]

Les llpoprotelnes

et les leoprotelﬁes llpases.

.

11 ases ou "clearln factor llpase"'§
P g

sont des hydrolases des esters ‘du glycerol tout comme la

llpase elles. aglssent sur les trlglycerldes en emu131on, mals

ces trlglycerldes ne péuvent pas exlster a l'etat llbreﬂ 1ls

d01vent etre ligés 3 des p&otelnes,-et, 1ls constituent alors

Ces enzymes ont ete lsolees en premler

'\A

tlssus (f01e, reln, .

lne lnjectloﬂ ar hepa~i-

le complexe enzyme/substrat'
s

L=

-,
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rine, puis, en second lle hez les bactérles vers 1963 (237 o

“Mais ce n' est qu! ‘en 1966 qu-Arlma et al (24) décr vent des
. ' .\ ‘ 1

) mlcroorganlsmes produlsaqt des, llpoprotelnes llbases dont R
o sro - .‘ ' - -7
F " les proprletes sont semblables a celles des, mammlféres.

Les phosphollpases, appelees lec;thlnases dans le‘passé

hydrolysent les phosphollpldes. P1u51eurs revues ont été - Lo

publlées sur ces:enzymes, notamment;par Kates {25) Ansej; "
y.—

._(26) . En 1967 Brlsou (27) dans un t alté technlque ad’ )
mologle bacterlenne reconnait 4 groupes de phosphollpases ?
¢ .

I
)
. ey

D. : ) : .‘I e

3. B . e A .,/?”"--\..a

Sltes d act1v1t§’des phosphollpases (X = éhoiinér'
. '.'l' P- sl 3 —
ethanq}amlne, serlne, 1&%?1t01 glycerol ou un catlon.

. Roet: R = ohaines d ae1dei'gras. Satures: R, et 1nshturés:'R‘f

k) : . o " N o a
. .

-1 La pﬁosphblipasefAjhui.edﬁpe 1'acide g;gs_en‘position 2

. - 1 ' ‘ . A 3 e s .
o Elle est présente chez Serratla, Escherichia coll,schez ’_$r/
-les mammlferes dans le pancreas et le ffle, egalement dans. ) - ‘?f“
le venin de s%rpent(ZT) _ = o ;' o R T K

-2 La.phosphollpase B'ag1t<;;r les lysoléc1th1ne -on la L
" trouve cHez- ngrlo et §§che:;ch1a coli {28) . ' ;




. "K— -10'“- . : | ;

._" .
\ : - -

;';3 , La phosphnllpase C ou oﬁbsphatidylchol1ne-chollne phos- vt
phohyd;o&ase, elle correspond a certalnes toxlnes elaborées
par les bactérles anaérobles de la gahgrene. ' '

;4,‘ La phosphollpase D §?ut comme la precedente c est une

phosphodlesterase Elle est’ tres répandue chez les plantes,

.

- elle- e: t plus rare chez 1es bacterles, elle a été cependant

_mise en\erldence chez Phytobacterlum tumefac1ens (29)
En déflnltlve 13 @hosphollpase et llpase)comme allleurs, ' o

"¢ est Le caractére du substrat qul gouverne la termlnologle
Y " ‘4, . Q
En fait que connalssons noPs des llpases bacterleﬂneq°d

-’ -
. ‘o .
o B . - . . 7 R
. . . , ) . FA b o
- . . . * . . . .- 2

IIT Furlflcatlon et proprletes des llpases bacterlennes

7 N

Pour eluc1der le mécanlsme complet d' actlon d’une enzyme,-

<

_i} est lndlspen able~de connaleie de fagon pIEClS

' n,

- ture et son comportement v1s 3 vis de divers

sa .struc-

L]

ostrats, Qu une..

.ﬁ-
o < .
‘'voie ou l'aptre solt adoptee, 11 est nécessalre en, tout pres-,
.. o % . ‘ -
mier: lleu d'lsoler I'Enzyme dans un’ etat Qe purete au551

+
-

eleye que pOSSlble. -Or parmleles multlples llpases connues,

. <
O seule 'la llpase pancreathue a ete sufflsamment purlflee pour

] W Re
permettre une telle étude (21) (22) (30),/ ’_'- _ K o :\ﬂ "‘Q

]

-PRrmi 1es %}pases bacterlennes, des essals de purlflca—. i ?ﬂ<:

tion partlels ou plus complets ont éte tentes dans une

dizalne de .cas (tableau no, 2) . Que nous ont apporte.ces 5

) & ) N7 ‘

essals? Peu de résultats, en ce qul concerneJle nombre et
la structure.des llpabes synthétaseespar Ees dlvers organls—-

’ 5

mes. ,Cependant aﬁ cours de l'etude de Pseudomonas fragl

.

Mencher (35) 31gnale l ex1stence de 2. llpaisg/ou plus exacfej.
, oo . ! _ - e,
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ment d'une llpase exlstant . sous deux formes, l'une des formes

seralF la llpase, l'autre,seralt la lipase : sous sa forme

telnbs, ou de llpldes ou de carbohydrates. Deux ans plus -

‘ tard Lu (40) qul etudle le méme organlsme n' 1dent1f1e gu’ une :

L . llpase et sous une seule forme. Dans un cas comme dans
1 autre, il est | regrettable que les chercheurs se solent
»contentés d'une simple electrophorese comme-seul critére .

‘AI_ deupureté. ) L “‘. . - - \‘

Ay contre}’les données concernant les propriétés de
‘ces lipases sont beaucoup plus con51stantes. Dans tous les e

'cas, le pH optlmum de 1°' act1v1te de 1l'enzyme se presente sous
~

la forme d'un seul plc situé dans une zone. l%pérement (39)

-
a n -~

ou franchement (38) alcallne,'SOLt 7. 2 et 8.9 respectlvement

La te@gerature optimum de l'act1v1te de 1! enzyma>%§;,cémprlse

antre 35°C-et 40°C exceptlons faltes pour Anaerov1brlo llpo-

ztlcum.zz C (42) et Proplonlbacterlum sherman11'47 C I39)

\‘

La thermostablllte est- trés varlable, de plus elle est fonc~j

~tion de 1 etat de purete de 1° enzyme, elle dlmlnue lorsque

? Tt
L . . '

le degre de purete augmente, c'est ainsi gque 1la llpase de

f -

Pseudomonas fragl partlelleﬂént purlflee {31) est rnactlvee

" aprés- un stage de 20 mlnutes 3 99° C alors que 1'1nact1vatlon .
Ssurvient aprés io mlnutes a 45 %c lorsque lﬂenzyme est aans un’
&tat de pureté supérieur (35). Il-est.trés;diffiqile de tirer
deslconplusions'sur ies‘efféﬁs %nhibiteufs‘bﬁ-stimulatéurs de
.cértéins ions ou composés; - ceci est aa en.partié au fait que
_cﬁéqqe-chercheur étazlit'sa propre liste d'ions ou dé composés,

- e ) | T
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il en est de méme en ce qu1 concerne l'utilisation‘de_difféen

rents substrats par l enzyme., o ’ ‘ :f o
En dehors des 1§pases bactérlennes, quelques 11pases
fonigiques - ont eté. l'objet ar une etude ??profondle, c'est le

cas de celles d'ue7Mucor (44) mals surtoue,de celles de Rhl—

5 2 zopus arrhmzus(45) (46).

De nombreux travaux devront etre reallses avant de pou—
voir determlner si les llpases bacterlennes dlfférent ow si

elles possedent des’ caracterlsthues communes. avec les llpases

anlmales et vegetales. S ot oL o , I

"iV . La psyehropﬁilie' N S o ' ,//e

Il va de soi que je ne pouvals termﬁi/;/éetgexposé sansg - -

consacrer quelques llgnes ad\"probleme ¢ oid", résumé par

< le terme psychrophlle, qui, etymolog' uement: prov1ent deg\Tots

v grecques Esxch S (fr01d) et 'h' os. {gui alme) Les manuels

,de mlcroblologle (47) (48) eflnlssent comme psychrophiles

les organ;smes ayant uné//emperature optimale de cr01ssance

‘lnferleure a 20 C.] Raressont les chercheurs qui ont adopte

AT LIaAR®

cette caracterlsthue ‘comme llgne de pensée, le plus’ SOpvent _ "
1ls preferent celle de Rose et Ev1son (49), pour gui 1tim-
poxtant L-.' .est la temperature m:.n:.ma'le a- laquelle peuvent se '
) dévelappee lesfg}croorganlsmes~ ou encore celle de Stokes
'(33) qui définit comme psychrophiles les germes capables de-
croItre a0 C\h Ces ~deux deflnltlons sont trés proches de -
celle des psychrotrophes ‘de, Keogh (Sl), qu;-desigpe sous ce

terme les mlcroorganlsmes capablas de pousser 3 des ‘tempéra-



- [}

tures 1nfér1eures a 5%, quelle que soit leur'température-

—

optlmale de - cr01ssance. Quant a Baxter' et Gybbons en 1962
_(52), 115 ont subd1v1sé ce groupe en deux, etuflfferenc1ent
1es psychrophlles obllgat01res qui se développent bien aux

'températﬁres infériéUIES\ELZCOC,-deS'psychropbiles facultae‘ _ o

supérieures & 20 C ‘La méme . année, Rose (53) propose de- - .
_,prendre en con51dératlon la temperature maximale de. cro;s-.

sance, 501t 25 c pour les psychrophlles mbllgatOlres et S Y/ .
30°¢ pour les psychrophlles facultatrfs-.' Blen que, les

psychrophlles pulssent se deflnlr d'apres leurs temperatures - -
optlmales de cr01ssance, Cette categorle de’éermes se cgrac—“
‘térise, en fait par les temperatures extremes entre lesquel~
les ses membres se développent, A1n81 les psychrophlles |

peuvent -en’ ré&gle generale etre cultlvées a des temperatures

. beaucoup plus basses que les mesophlles. : T o

Les psychrophlles prollferent selectlvement dans des bio-
'topes naturels dont la temperature leur est favorable, comme
les sedlments océanlques dont 1a temperature est voisine de - E

0%, et le

ali e\t: refrlgeres (51} - (54). oﬁ leur prollfera~.-

tion;déte ine de rleuses alteratlons Neanmolns on les ol

alement dans d autres mllleux naturels. sols’ (13)

T (5S){, eaux 12) (55), s%ﬁaments (13) (55), air, plantes, méme -

,oﬁ les condltlons ecologlques permanentes ou temporalres
X .
leur sont defavorables. L :_; S . o ’

La grande majorlte de Ces bacterles sont gramwnegatlves“

"'{55) (13) (12), asporulees et appartenant aux genres Pseudo—‘

- . ’ . " R : . \

P

F




Sy

STy

S1se T e
v - ! ‘-‘.‘- .

/ l‘:\_'-. |
| DR SR

) ,.mehaé; Achromgbécter, Flavobacterlum eEsACLnetcbacter. Coe
. @ ' - .. -
- - La psychrophltuane peut. g expllquer que par l'effet de '

,h_la température sur la cellule, E aes nlveaux structurels et . s

fnnctlonnels. Ainsi, le malntlen de la permeablllté

.aux basses températures chez les psychrophlLes et non chez
‘les mésophlles, semble etre un facteur de premlere 1mportance
selon Baxter et Glbbons (52), ces auteurs comparent 1! absorptlon de-

1a glucosamlne par deux souches de Candlda dont l'une est

psychrophlle bbllg&toare alors que 1 autre est mésophile;

ST

1'absorption est plus falble chez la levure mesophlle pour - - fﬁ

: les temperatures comprlses entre 0°c. et 20°% " aux tempera—

tures superleures 'a 20° C, elle. demeure inc angee chez la

psychrophlle. Les temperatures elevees, ar contre, semblent

dffectees l'intégrité des parols cellul ires des psychroph1~ s
les. A1n51, Hagen, Kushner et Glbbons -(56) en 1964 ont

montre, que. les cellules d'une bacterle marlne (cul peut se deve—

‘lopper entre 0 et 19 °cy se- lysent rapldement 1orsqu ‘elles e

~—
sont’ placees a 21 C

Tl semble admis  que les enzymes ou les systémes permet-

>
H
z
=
=
g
L]
-
£
3
:
3
Ed

c
L
B
&
.

tant leur elaboratlon seralent  moins affectes par I'effet des
'basses temperatures, chez les psychrophlles que chez les : "
.mesophlles; par contre ils seralent beaucoup Pplus sen31bles

al’ 1nact1vat10n par des temperatures élevées. Sinclair VGt

-Stokes en 1965 (5%7) montrent,'que lorsque,la température est

abaissée de 25% 3 10°¢, le taux'deffermentation chez une_ - T
levure psyéhrdphile du genre Candida décroit de.37%; alors . e~

qu il décroft’de 71% chez une mesophlle -du méme genre. sPar

L]
[

—~—
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oontre,. en;&963 Morlta et Burton (58) montrent que 1a deshydro—

‘ "

‘génase mallque de Vlbrio marlnus, psychrophlle obllgatOLre i"{
"dont la température optlmum de cr01ssance est - -de 24 C et la ,‘:
temperature maximum de - 30 C est trés rapldement 1nh1bée 3
30%. D autres auteurs’ comme . Hagen -1 Rose .en 1962 (59);
Purohlt et Stockes en 1967 (60) ont egalement décrlt la

 jthermolab1l1té de certalnes enzymes chez les psychrophlles. a

'1solees de prOdUltS 1a1t1ers, possédent des enzymes thermo—-

r

Cependant certalnes bactérles psychrophlles facultatlves, . (f

stables v01re meme thermoreslstantesJ c! est le cas de 1a

11pase de-Pseudomonas fragl, qui. -est lnactlvée apres un pas—

sage de 20 mlnufes a 99° C (31) Au contralre la productlon deT
cette enzyme es% favorlsee par des temperaturesacomprlses |
entre 15 et 20°t cette productlon decroit aux temperateres-
plus eievees, alors que . la cr01ssance n'est pas affecteeL

c!' est egalement ce que j ai constate au cours de: mon etude

- sur Ac;netobacter 016 (chap. V) |

l En. deflnltlve, il semble que la sen51b111té des’ engymes
‘é la chaleur, : 501t un, sinon le pr1nc1pal Eacteur qu1 )
llmlte ia croissance a des températures maxlmpm plus elevees.%
. Mais 11 seralt ‘faux de conclure, que toutes les enzymes des ' .
psychrophlles fonctlonnent mleux aux basses temperatures,_ﬁ
et qu'ellessont toutes egalement affectees par des tempé&ra~

"tures elevees. ,

' Théme de recherche-

fAu cours d'un travall prellmlnalre sur les bacterles

llp@lythues psychrophlles des sols, des sedlments, et des



.eaux (13) (et résultats non publles), en Iialson avec-le pro-

bléme de 1 épuratlon des eaux en’ pérlodes fr01des, il est'l

2.

apparuuque parml les germes llpolythues, les gram—négatlfs

predomlnentf en. partlculler les Pseudomonas et les bactérles

.non plgmentées, parml ces dernléres 1es Ac1netobacter semblent

. prendre de plus en plus 1mportance {(résultats non publles)

~(12). our- mleux A
i

'organlque (surtout des gralsses) dans les sédiments ou dans0

pr ndre la blodégradatlon de la matlere'

1! eau, il semble opportun d’ etudler en premler lleu l'acti-

vité de- es. germes en cultures pures. Ne pouvantfétudie;
- . /. .
.tous 1es genres bacterlens Présents, et un grand nombre

4’ etudes ayant eté faltes sur. les Pseudomonas, notre ch01§

. s'est porte sur ile genre AC1netobacter qgui semble prendre‘

. -

une. place d'lmportance cr01ssante. Bacterles con51GEEees

naguére, comme saprophytes ou commensales, parf01s peu connues,
certalnes d'entre elles sont aujourd hul promues au ~rang de i
“bacterles pathogénes (61)
Apres &ne bréve descrlptlon de 1 organlsme ChOlSl,
.1 'stude portera essentlellement sur:
';— L' 1dent1f1catlon et la ‘localisation . des systémes enzy—'
matigues presents capables de dégrader les gralsses. .

- Les condltlons a!’ aCt1V1té (be501ns nutrltlonnels,'

;o -
5

tolerance thermlque, PH wes) u;:

A

- Lalsolement et la purlflcatlon partlelle de la lipase.

- L'ﬁtude de quelques pr5§}1étes de la llpase. S

v

" ’._ . . . '
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Chapitre.Ii, . e
,(<ig - M&thodes d'analyses | ’ T
I Numératlon du nombre .de mlcroorganlsmes llpolythues v1ables'

| Obtenue sur un mllleu 31 extralt de terre peptoné i g
5 g/l gélosé a 1. 2% et addltlonne de tweens, procédé décrit
par Breull et Gounot.- (13), ou sur une gelose au'"Splrlt blue" a
;mllieu de Starr (62), actuellement commer01allse par 1a com—
"~ pagnie. leco sous la forme de "Splrlt blue ‘agar” (mllleu de :

base) et de “Bacto llpase reagent" (substrat lipidique

d’ hulle de gralne de coton).

L] "’

'II‘ Tests biochimigues:d'identificatiOn ’
W 5‘\‘.
Lorsque cela est n5551b1e, les mllleux et les tests’ clas~ I

L
.51ques sont utlllsés, -1ls sont decrlts dans de nombreux

manuels: Skerman (63), Buttlaux at coll (64)'

> R8action de gram R N : -

Hydfolyseo@e l'amidon,'de la casé&ine_

- quuefactlon de la gelatlne"

- Presence de la catalase et ‘de. l'uréase_‘
- Productlon de 1° 1ndole, d‘hydrogéne sulfureux 1r.-~ -

: 3
—'Recherche de la Cytochrome oxydase: réaction de .

Gaby and Hardley {65) =~ . Lo ‘

- Mise en ev1dence de l'arglnine dlhydrolase -par la‘ K
" la methode de Thornley 1960 (66)

=~ Fermentation ou productlon a' acmde a partlr de
- dlvers sucres 4' apres la méthode de Hugﬁ and

melfson (67) . - C ; .

¢ T . ’ . . S, LN -
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ﬁtilisation-dﬁ gitrate,

vérlflée sur le mllieu gélosé

ou c1trate de SlmmonS(Prodult DLfCO)

o

Hemolyse du sang

recherchée sur une - %elose nutrl—

)

tlve addltlonnée de 5% de. sang de cheval defrlbrlne

et stérlle Mllleu preparé par la compagnle Qualjcum

- a Ottawa (Canada) IR ’ . S e
a . o ' 4
- Boulllon au. gluconate de pota551um decrlt par-Colllns‘

(68) Son oxydatlon est, testée par le- reactlf .de -

' Bénedlcte

. g ) ) . :
- Degradatlon des gralsses sur - des mllleux au "Spirit .

-, _
- Reactlon.v1s ‘3 'vis des antibiotiques . . - ..

1 X ]

III

’Dosage de‘l'activité lipSlytique

Tltratlon directe des aCLdes gras 11beres (69)

,

. . 1- 1)

Pour mesurer 1 act1v1té 11pas1que d une preparatlon, on
a \ °
utlllse le’ test quantltatlf de tltratlon des ac1des gras,
N
lib&rés par l'enzyme au sein .dt une emulslon de trlglycerldgs
3y T

on

—

L emuls

E“obtenue en agltant dans un mixer. la 301ut10n

. sugyante:> o

3 9. de gorime” d*arabique, 35 g. de

. ;o f ’g :' | L
- . v - v . N . . b

G ”
. "

- 5 ml de.tributyrine,
- glace. pilée

Le volume flnal ‘est. compléte a 50 ml par 1°' addltlon d eau

.

dlstlllee 10 ml d &mulsion sont verses dans un bécher place

:dans un thermostat 4 37 C - La solutlon est agltee doucement

par un petlt agltateur magneulque a1n51 que par l'arrlvée

d'un lent courant, d'azote a -sa su;face. ,L'électrode‘dfun pH
' P ‘ )
-

v -

Blue“ (62) ou aux tweensw(13) : o - . "'- _‘_ ~<5

_19-. " ) . ‘“. ". . l_ ) . . .

N

@&




' métre a lecture dlrecte est plongee dans l'ému151on Le>p§r

_est amené. 3 8 , 2 par. 1! additlon de soude 0. l N Lorsque

l'aiguille du pH md3tre passe sux la graduatlon 8. 0 un

»

chronométre .est déclenché on ajoute alors au moyen d'une

mlcroplpette sufflsamment de’-soude (N/lO) pour malntenlr le’
/
pH a cette valeur La quantlte de soude ajoutee est notée -
X
en thCthn du temps ce qu ‘pPermet de tracer la courbe d equl—

valents d'acides llberés par la 1lpase en fonctlon du temps._
unite lipase est deflnle comme “la quantlte d'enzyme .
qui llbére lo equlvalents d'acides pendant l mlnute dans

les condltlons operat01res decrltes Gi- -dessus (69) . R ;V

2) Dosage des ac1des gras libérés par . colorlmetrle-

-

h

'methode de . L1pp1 (70) qul reprend avec quelgues modlflcatlons ' %@‘
la méthode orlglnelle de Ducombe (71) 1 ml de substrat o

(hu:Lle 'a’ olJ.ve purlflée) est ajoute a 28 ml d! uhe solutlon
contenant 0, 242 g % de. Trls (hydroxylmethyl amlnomethane)

" 0.5 mg de sodlum ‘oléate, et 3 ml a: une eolutlon ﬂaCl (0 2 M) et

»

'Mgcl 6 H20 (0. 025 M) . Cette preparatlon est. portee sous -une

source d'ultra sons pendant env1rQn 2 “minutes (Sonlflcator Bronson)

Un ml d’ ultrasonnat de pH 8 5 et 0.5 ml d'une solution enzy-
mathue sont placés dans un - :tube 3 vis, . 1ncube a la tempe-
rature désirée pendant 30 mlnutes., La-reactlon est 1nter;
rompue par l'addltlon de 2 ml a'une solutlon de nltrate de
_culvre (0.27 M de nitrate de cuivre dans 0.45 M de tamp0n'

triethanolamine pH 7.8). Aprés l'introductlon de’ 10 ml de x
chloroforme le tube est agité v1olemmént pendant 2 mlnuxes, '

\

afln d'extralre 1es ac1des gras llberés par l enzyme - Le
. . . ~ g-’-
e i




. . -- 2‘1;' ' ' . . “' o JI;I'. r ‘ .
. P : ' .. ~'f . .. . )F"‘
contenu du- tube est. centrlfugé et la couche superflClelle ac-

»

queuse est enlevée au moyen d'une pompe a vide; 0.2 ml de la

n‘

'.phase 1nfér1eure restante sont transférés dans - uh tuue 2 essal.;

contenant 3. ml de chloroforme et 0. 3 ml ‘de dlethyldlthlocar~

M

) bamate (9 mM: dans du butanol) Aprés une dlzalne de mlnutes

‘la lecture est falte a. 440 nm avec an spectrophotométre

2

B Beckman.

nLe blanc, constltue de 1 ml de substrat et d'une quantlte"'ﬂ. o

de tampon équivalente 3 -la splutlon enzymathue de départ est

traité" 51multanément Enfln une courbe étalon. 4" a01de stéa- .

- ridue~(6 mequlv/ml) dans l'heptane‘est préparée suivent le

e

méme proced L s - I . - ‘ -
i L' unlté llpase est déflnle comme la quantlte d'enzyme

qui . llbére 1u éQUlvalent d ‘acide - gras/mlnute dans les condl—

thns decrltes C1 dessus

.<;;*‘; 3) ‘Xgrolyse des esters du 8 naphtol ._ = . .

L \

Methode mlse au pomnt en 1949 par Nachias et Sellgman o -

x
[
o
v
{

(72) pour .doser les act1v1tes llpaSLque et estéra51q e du . i i

serum sanguin, ' puls adoptée par HObSOn et Summers en 1 66 (73)

, par Henderson (74) en 1969 pour mesurer ces mémes’' activi &s.

chez les mlcroorganlsmes. . Les subsfrats (250 mg/100,cc

a

d'acetone) naphtyl laurate pour l'act1v1te llpa51que, napht
. e"
"ecétate ou butyrate pour,.1* act1v1te estera51que sont dlsperse

' a raréon de 5 ml respectlvement dans 45 ml de tampon veronal.:
. Lo~ -“’n , L
'pH 7.4. Deux ml et demi de Gette preparatlon sont 1ncubés a
» S
37 C pendant 30 mlnutes en présence de 1l'é&chantillon enzyma

thue a etudler. Le B naphtol llberér%er“l'action de l'enzfme}



L.

_est transformé en. un plgment pourpre par l'addltrun de O 5 R
ml d'une 301Ut1°n ﬁraiche A Ortbodlanlsldlne tétrazotée plus T

.communément appelée "fast blue" -Les, protélnes de l'échan—

t;llon_sont alors préé?pltées par 0.5 ml da’ ac1de tr;chloro— o o

v

‘acétique a 40%, le pigment est extralt avec 5 ‘m1 d'&thyle - g

= ~ ac&tate. Aprés centrlfuqatlon du tout la den51té opilque

-_de la phase superleure est alors détermlnée h 540 nm & l alde

ST un- pectrophotométre type Coleéman Junlor II.

Une gamme etalon est préparée avec dlfferentes concen—

_tratlons de B- naphtol dans les mémes condltlons expérlmentaies

"Lfactivité est exprlmée en u ‘moles de B naphtol rejeté par

Jheure a 37 C.

H . . " r
N . -r . . o

v Détermination'dé la teneur en bfotéines

Elle est ef ectude par la technlque de Lowry Rosebrough, ~
Farr et.. Randall (74). Ea protélne de référence est l'albu—' ¢ -
mine du sérum de bov1n (prodult Slgma} Les densités opthues

sont mesurees a 550 nm avec un spectrophotométre type Coleman

Junior’ II ' ;/ﬂ- o L ﬂ-

v Préparatlon des colonnes pour la chromatOgraphxe | 'y

[ TVIV TP G

sur sephadex - \5
Leslcolonnes en verre sont. somgn%USement "lavées a TI'tau

dlstlllee. Le gel en poudre estgpiﬂa dans le méme type de

-~

tampon, que celul qui sera utl;teé pour 1'é1ut10n de la

'_colonne, et ce pour uneé période dem4\a 5 jours d la tempera— L '
— !
~ture de la pléce pour les gels GlOO et GZOO' Le gel tamponné S

est 501gneusement dégazé avec une pompe a v1de puls versé

F 4
B




S T e T ) 23~ - e o E ' v .

) dans la colonae Jusqu au sommeg, 5 en utie- seule opérat;on v )
~afin d'ev1ter to?te‘dlscontlnulté dans la repartltlea du gel. S |
I, extrémlté de la colonne est alors ouverte, pour permettre o ’ .;‘

au’ tampon de S écouler Et au gel de sédimenter." Le tampon L=

Test’ ajoute graduellement pour év1ter‘tou://éséEChement du- gel | -

‘et la stablllsatlon de Ia colonne, qui esk . ébtenpe en une -‘f

- co A : . N ' . N "l

douzalne a heures.-'

-

-

La quallté de la colonne peut étre verlflee, par l‘ap—-

-~

pllcatlon 2 sor sommet aturd coloranéile bleu dextrane a ralson S C'//
de 2mg/ml. L0 T s T S
. , PRI , l"-" ] . - . o ,IETE . . . ‘
) ‘Pour éviterftoutéi croisgance ‘phactérienne, 0.02% = . - R
‘d'azide’‘de sodium sont ajoutés,au‘gei-au'm nt de sa prépara- . =t
. ' R . = Lo . ' o
tion, de plus les cOlonnes sont faitgs et tonservées 2 4%,
" - . - . . v - . e

-

~..., . . R PR .o . . S
—. '

Vfa"‘ElectrOphoreseﬂverticale,Sﬁg.93;delpdl§acrylamide:

4

. (disc electr0phore51s)

.0

'Pour une electrOphorése 51mp1e Ia technque de Dav1s

'(76) a été employee. Les essals ont eté réallses sur des .

gels de polyac;ylamlde a 7 et 5% 1 enzyme es't déposée dlrecte- L. | ;

men{_‘//,le sommet -du gel Les tampons employés sont ceux
- decrlts par Lund en 1965 (77) Les electrOphoré%es sont

faltes a ampérage constd%t 3 m A par tube pendant 60 & 90”"‘

)

mlnutes. T S é;p
: o ‘-.‘, ’ . - .- ’ . .‘ ! .
' Les protéines'sont'révélées par 1e noir &amide qui est
.suivi d'un rlngage par’ 1\901de acéthue a 7%. La-lipase

" est. caracterlsée par. les esters de B naphtyl sulvant la’ mé-
'. - S :
thode de 'El sharkawy (78) . -

fom
B
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- 1”%'“qi'électroﬁhefésésé&eé"uhqgé: , e ; ‘_ S.D. 5., 2sod£ﬁm B
1cl<§deé$r‘i;ﬂsuif;te; st ‘ondulte hs J.va;nt -la technlque de Weber ‘ ‘
‘ é; Osbern (7#}. . .‘Th -
VIT Extractlon et chromatographle sur- couche ﬁlnce " ‘8 . : .,
o '1 des 11p1des' :; ot '., \_:;f? . "i; IR LT
Les 11p1des sont extralts per le méthanq} et 1e chlero- .
forme su1vant 1e procegé de Bllgh et Dyer 1959 (g{? Ils .
'tsont ensuite separes s’_?‘:uéhe_mlnceqavec du 51llca gel ;; i
) comme absorbant.et deex phases alfferenfes de solvants (81)
. ot
\w's : Les phosphollpldes sont reveles par le colorant de Dltmer
Vet Lester 1964;(82) | ‘ L\”?s‘“. ’.-' _ f ‘:..', RN
.. L“;/- . T ) '9. -, | ,
VIII ‘Notes. add%taonnelles sur les methodes d analyses DR :“'-;
. l.ﬂ Les. experLEnces decr;tes dans cette thése Ont ete_ o'
ywrenetees au mlnlmuﬁ deu# ;;ls  ;: T :f'.; ".'? e - |
N\ 2. ‘En ‘ce q;1 concerpe-i‘extr ;t brut (surnageant) e
1 act1v1te n' estﬁﬁas\exprlmée en mg/de protelnes, maye en y '*. 1 é
ml de surnaqgant 'ou en ml de. cellufes corrESpondant a i éi:';: ;3”igtk j
R IR D v, o _ o e (o, i
de- culture bacterlenne., e B o P
. 3;[ L'huile d ollve est compos@e.essentlellement 3&?:}{v /:j 3 ’F

0 d aclde olelque (65 a 86%), d‘ac1é§ llnolélque (5 a 15%), '_‘F‘J, .’1f

_d acide palmlthue (7.2 20%) r . 5 ‘
. ; l o > Fd - ‘ 9 2, 5%. ‘
3 - .. P : y o d
- !
'\_X ! _ "fa R IR ' g Y
- ) * B ) . v ’ \ ’
. \ . / '
< <! ?
. . A o - = - N
o - . -:‘. . ‘ o .
o /:- ' l . E) a‘ \ ) - L 4 _. l .
. e @,
=] B 0 ! . K e
’ . ¥ ’ @ ,’: ) " rl’i
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o - Chapitre 1rr - -~ - o .
o= T L Etude d'Acinetdbadtér-oig"- . e N
. . s ' . -l . _‘ Q’ . 1A ‘. . . | . | | | . .
25 '?rovenanCe et isolement . .*' ' L - _ »

=

| Cet organlsme a st 1solé a partlr d'un échantlllon de

-,sedlment d'eaun douce, préleve ‘en pérlode fr01de (température

¢

de*1" eau 6

_ruisSeau d¢ la brasserle (fig no. 1, st tlon no..?) a une‘

’.prOfoﬁdeu d' env;rQn 2.5, 'étres Seule a couche superfl-‘

’

.CLelle des sedlments a été collectee“ ce te couche\§st rlche :
.en-debr;' organlques, notamment én’ déb 1s végetaux partlel-

lement dé mposéé:\ﬁ\é\pﬁ de ces- sédlments est v0151n de la
: .4‘ ’

Aneutrallté\(G 9) o ..//

-

-Dix grammes d'échantlllon sont utllﬁses pour une numéra-

A

tlon a 4 °a des germes llpolythues.. Des suspen51ons dllu-

/

;tlons de sedlments (15) sont 1noculees sur dlfferents/;llleux,

dont le "Splrlt blue" prealabiement décrlt ﬂes colonles

"
k
=

7:man1festant une'act1v1te T}polythue-qul se traduit sur ce

ﬁiliéu par'ﬁn‘halo’claii/{photo'no; 1), s?nt;transférées sur

- —— ——
D a1

. le milieu semi%solide.de conservation (83);

T

" Les souches isblées sont obser?ees,et 1dent1f1ées, leur

actmvmte 11polyt1que est également verlflée sur. dlfferents

mllleux llpldlques. R%rml,ces squches nous en avons sélec- A
“"tionné'une 2 0yge SR _ . SR .
L ' s . - B ' P . i . . -‘. ) - - ' 7‘;'

IT Morphologle et 1dent1ficatlon L S e L

La bacterle est examlhee au mlcrosc0pe a contraste de T

phase (ﬁhpto no 2) au cours des dlfférentes phases de la

. 1
‘f b -
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" Photo no.. 2 - AClnetobacter 016.“ aprés 60 heures a’ 1ncuba— h
tion & 20°C dans un milieu liquide (peptone 2%,

extrait de levure .15%). Montage,v;tal X1500
‘ v ' )
~
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croscope électronlque ‘de

Photo no. '3 - Photographae au'
' dtAcinetobacter 016

cellules intact
Coloration néga ive ou phosphotungstatg.'
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Photéfno.'z - Acinetobacter 016;_ aprés 60 héures d'incuﬁa—
tion & 20°C dans un milieu liquide (peptone 2%,
extrait de levure..lS%). Montage vital, X1500

. a-
. -]
—
/
. ) .
- :
1 . l )
h\ - -

ra 1

" Photo no. 3 ~ Phétdgraphie.au microscope élecﬁroﬂiqug de’
' cellules intactes d'Acinetobacter Ole
. Colporation négative ou'phosphotungstate,
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crolssance dans un. mllleu 11qulde contena?;eig de peptone et

0. 15% d'extralt de . levure a pH 6. .6.

Elle est 1mmob11e, pendant

-ila phase exponentlelle les cellules 1solees, par palres, ou

1

n. courtes chaines, sont sous la forme de batonnets de 0.9
W 4 U de dlamétre et de 1 5 a 2 5 u de long.' Avec le ot |

r 1entlssement de la cr01$sance et le début de

. -,-.‘

ase sta-

1onna1re, la plupart des batonnets\deVLennent coccomdes de

0.6 2 1.5 u.de dlamétre isolds ou par paires.' On opserve "', :

encore quelques dlplQ\EEtlleS tres courts (photo no. 3).

-

Cette, bacterle ‘est caracterlsee par un’ certaln pléomorphlsme.
'La cl& de détermlnatlon de COW&II et Steel de 1965 (85) -

a permis l'ldentlflcatlon du genre Ac1netobacter. Les carac-

terlsthues de“bases utlllsees dans cette clé sont les memes,

v

qgue celles c1tées par Baumann (84) et Thorneley (86) dans

leur essai de cla551flcatlon des dlfﬁérenpes espéces de cé .
gefire. Le tableau no. 3 résume les caractéristiques biochimi-
gues dé cette bacﬁériedgram~ﬁégative.;‘Elie ne fermente ni ' o

- s .,,b R FA . ) ) - ‘ . . ﬂ

: n'oxyde les Sucres ou le glucdnate,-deux'des critires qui .jg

-permettent de la séparer au genre Pseudomonas._ Sa reSLStance

‘A la pén1c1111ne et son absence de cytochrome oxydase permet-

tent de” la dlfferenCLer sans equlvoque du genre voisin des

3

Moraxella (87).‘-Le tab;eeu no.‘ montre_la,cr01ssance'd'égigegl
roﬁecter'dis earfquelques-milieux.claegiquement-uﬁilisés‘ee"
ﬁiérebiologie.‘ Parmi ces dcﬁnées, le feig‘saillant-est_lé“
'_coloration bleue dés: c¢olonies sur la géiese‘au'bleu de methéieﬁe'

. et A 1'Bosine. ‘Ii‘sempie que les Acinetobacter ont la .possi-.

bilité,d‘inc?rporer ces deux COlorants dans leur cellule. Ces

-

Ll . ]

S
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~31~- ' :tf X s N Lo B 3
‘. SRR ‘ _ ‘Tableau no. 3! cee T Y
. o ‘ . o : . . ] ) _ ‘ o .
: CrbiéSance b'Acinetobacter 016 sur quelques milieux
- | . i lleux
-at Eyp101 courant en mlcroblologle
. S
o : P . - v : ' “-«1
Miliewx . " . .9595552992- “Particularitds
'Eau peptonée Lo : ' -”' +
Gélose nutrltlve (leco) C N R
. - ‘ !
. . . . . . N (‘J 3
'Gélpse a la fuchsmne o - + colonié rose
(Bacto-Endo agar leco). - . o :
Gélose au bleu-de méthyléne et é051ne o+ ‘ " colonie bleue
(Lev1ne E.M.B. agar leco) ' ' : ot
Gelose de MacConkey au. rouge neutre '  +i ' _
et crystal violet Difco . . ! Lo o ' 4
Milieu au’ cyanurg de potassium +
(Moller 1955) :
_Mllleu gelose S. S _ ;fw. «},.,. . +
(leco) ' o SN - -
Mllleu au gluconaﬁe de.potassium : ot [ o .-
¥ . '
Gélose nutrltlve 2 7% de. chlorure ' =
de sodium co o :

Mllleu gélose'avep azide de sodium .. - - , '}E
RS SR o
N . . . [

N

.

‘e L34




.. X ¢
R P . . : .-
: [}

3 ffalts ont été rapportés par Taplrp ct al en. 1963 (ds) puls

; ' par Hugh et Reese en 1967 (89) énfrn par Eller en 1969 (90)

v 1\ -
i P

E LorIr Probléme taxonomlque - : i
Dans le passég, les espéces con51derées a l'heur actueile -

taient incluses

 commeé appartenant au genre A01netobacter, 7

dans le genre Achromobacter deflnl‘ par Bergey en 1923 (91)

“~

La prem1ére révision des espéces reunles dans ce genre a Eté o °

¢

reeﬁlsee par Brlsou et Prévot en 1954 (92) qul ont créé un"

{

genre nouveau pour tous les Acbhomobacter 1mmoblles, celui

ar Ac1netobacter, défini - d'aprés les auteurs comme : “Pseudo-

monaceae 1ncolores, 1mmob11es pafféls capsulees. Les formes

-tres courtes, cocc01des sont fréquentes. Cultures fac1les v
sur tous les mllleux usuelgé Certalnes espéces sont souvent rencon=
trees en Cllnlque humalne dans les pus d uthérites, de sinu-

smtes, les urines. Autres caractéres 1dent1ques aux Achromo—'

bacter", I o T o . L
’ . v : o
S1 1a réallte de ce nouveau genre est malntenant chose

admise, par suite deuson 1nclu51on darns la 8e’ edltlon de JF

'—'Bergey qui va paraitre, il n'en est pas de méme de la ClaSSl— . - ki

flcatlon au niveau: des espéces qui est trés confuse.' A1n51 : - ‘

Baumann et al en 1968 (84) &tudient 106 Ac1netobacter qu'ils

“divisent en 7sous—groupes a' aprés leurs caracterlsthues nu- -

- trltlonnelles et phy51olog1ques. Dans .une autre étude Thorneley

"

en 1967 ({86) | clasSe 173 bacterles appartenant a8 ce genre

et genres vorslns, en 5 groupes (phenons) dont 3 seulement L _*

sont vralment representatlfs.des‘ACinetobacter. . De méme




'_'complex1te crOLSsante, depuls le mllleu mlneral avec une seule

v ’ " ' S - ' L

’Gllardl en 1969 (93) établlt 3. groupes majeurs dans ce genre,'

basés sur des ca/actéres biochlmlques et phy51olog1ques Lesl
) e / *

icrltéres ch01sxs par ces auteurs ne sont pas 1dent1ques, ce

qu1 crée un bontnombre de dlfflcultés. L' absence de critéres
: B

déflnls et recqmnus par tous rend 1nut11e.un essai de clas;

:Slflcatlon de’ notre souche d'A01netobacter au nlveau de L '

u

-l espéce, elle sera nommée "Ac1netobacter 016 I.OlG etant 1e1

numéro qul 1u1 avalt été attrlbue au moment Qe son 1solement.

k]
. . - ; .
Fan . B . o

v ’Ex1gences et partlcularltés nutrltlonnelles h -

"‘ .. R
da’ AC1netobacter 016 . : ,;,,«<)i_

Les germes les plus 1ntéressants sont ceux qu synthe-

tlsent des substances organlques complexes telles qu 'acides

L

amlnéS et v1tam1nes -4 pAftlr de substrats tres 51mples. -Pour,.

determlner les besoins utritionnels, la méthode édhsiste a

'observer le développement des bactéries dans des mllleux de

source de carbone, jusqu aux mllleux contenant enoutre des o : i
acides. amlnes et dlvers ‘facteurs de cr01ssance . Les bacterles Q
sont alors repartles en groupes nutrmt;onnels- methode de -  ' b
Lochhead et Chase 1943 (94) redecrlte par Gounot en 1967 (93)

Ac1netobacter 016 peut croitre sur un leleu mlne%?l

(mllleu de base de Lochhead) avec &h nltrate de pota551um ou -

I

du sulfate at ammonium comme source d'azote, et une source - -

'éarbonée tel que l'acé&tate ou, le pyruvate. Cétte bactérie

:r

peut donc étre classee dans}be groupe des germés 3 falbles

'_‘

besoins nutrltlfs;pulsgue le mllleuzne renferme ni acides

N LT



" Tabléau no. 4
Utilisation-de divers composés comme . seule source de éarboﬁe

o ’et'd'éﬁergie_pariAcingtobgcter 616
Ly, ' ' ' L -
Hydrates Acides: aminés .H‘ACides _ Divers
de carbone - -7 - aliphatique .
. B : .. non azoté e
'A) " Composés.non_utilisés : v
\Glycine' -
-~ L Thréonine . . .. _ .
. D Riboge '~ - . DL Isoleucine -~ . DL Lactate ." Glycérol
DG se - DL Valine . . ‘ - _ .- Phénol
' D Xylose L Lysine - | : : .

L Arabinose - L Cysté&ine-

. DL M&thionine _ . |
B Hladine =~ - e s
"I Leucine . - I o

o ' DL Phenylalanine ‘ <
. . L Tryptophane S /
. DL Norleucine : :

B) Composés_utilisés-

L 2 spartique Acé&tate - - .
L Asparagine Pyruvate = ° e

L Ac. glu S

L Glutamine
L

L

L

s
.
-
I
9
“
\
1

B

W

=t

o
[RUEIP U

yoi

i .

Histidine
‘Proline
Arginine
.Tyrosine -




R Sl a

R L S
X . s . . . . . | ‘I" | T ‘I" | _., a . % ) I.. .

T
capable de les T

amlnés, ni v1tam1nes, la bactérle est donc
Cétte :

T
lsynthétlser a partlr de la source azote et de carbone,

f bsence d'exlgence nutrltlonnélle partlcullére semble etpe

i
| -une caractéristmque d;pn grand nombre de germes du’ genre

N
] Ac;netobacter selon Warskow en 1972’(95) et Baumann en 1968
'\ . ".

aaaaa |-
f
. K N ' -
] :
i

o (84).
L

ﬁ .
que l'acétate et 1le pyruvate, comme seule source ‘de carbone

‘Le tableau no. 4 montre 1Y utlllsatlon He composés autre

’

et d energle. ; e' o Lo
' T Voelo T T e s
Cette bacterle ne pousse;pasa'37°c mais elle peut.croitre' o

a3 part;r de 0, C {en 2 ou 3 semalnes sur un mllleu sollde)

ﬁ
| jusqu au dela de 30 C (courbe chapltre VQ, et peut- etre .con-

i
J
' e N

51derée pour .cela comme psychrophzle facultatlve._' de.
f dernler tralt salllant de ce mlcroorganlsme est son. fort
pouv01f de degradatLOn des gralsses (tableau no. 3) Les

systames responsables de cette agt1v1te seront étudlés dans

j 13
- Y "'l . B

[
) les prochalns chapltres. ' i _
‘est ‘une bactérie gram- ke
: o :

y .i . " En déflnltlve Acanptobacter 016
' négatlve, psychrophlle facultatlve lipolytiqﬁe,_et a faibles

b be501ns nutrltlfs. f.; A o

- -
- DY
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) Chapitre IV - - - ' P 1

oo o Mlse en év1dence et locallsatlon des a¢t1v1tés o 7; .
LN o llpaslque et estéra51que :

- . .

I. .Introduction ' . oo o R S ot

. . . . ' e ~ - s

S S - .

. .' La recherche,dﬁfhact1v1tes 11pa51que et estéra31que est

7passee dans ila pratique courante. La methodologle est rlche, -

-

cependant trés souwent la valeur des tests utllisés a éte - -

Jdlscutee dans - le passe. Ces desaccords tenalent essentlehgqﬁ.

-O L
i

ment au manque de préc151on de certalnes deflnltlons Deguls
}és dlsp051tmons en 1965 de’ la Comm1551on des Enzymes, les

‘ﬁylpases sont con51dérees comme des enzymes spéc1allsees avant

Yy

tout. dans 1! attaque des tr;glycérldesen ému151ons.‘- -

_ Actuellementq la plupart des metho&es decrltes pour me--
——
. surer 1°' actlvite llpaSlqué\ sonE-basees.sﬁr,la dlSparltlon

des trlglycerldes ou'sur la productid 'dég ecides*gres. Dans

le premler'vas, la methode es{\;hrtout qualltatlve, une

- - émulsion de ;rlglycerldes a 1% (trés. souvent de la. trlbutyrlne),

est lncorporée 5. une solutlon gelosee. La clarlflcatlon de o .

- w

1'emu151on permet d'evaluer le taux a' h drolyse des trlglyce- o 3”

falt une methode

seml—quantltatlve, 1ls ont montre qu 'il e istait une relatlon

rides. Lawrence et al‘en 1966 (96) .en on'

-~

0
Y

. entre la largeur des zones de‘claf;flcatro et la quantlté

5 ar enzyme appllqgee. Dans, le deuxigme cas,

. _:.
'est la '‘production .

-des - ac1des gras qul est mesuree, s01t par un titration corn- -

- .9 ‘

 tinue avec NaOH 1 aldead'un pH métre (69), soi%lpar phoEo-

metrle (fb). La tltratlon dlrecte,présente déux ébantages -

- ' . . e

> o - o '.‘ {

]
)



"

. certalns, 11 n est pas nécessalre d'

'cr01ssance dew la bactérle. Cette méthode . estlun peu plus

~

oleate, en sont des 3ﬁgmples. Lp détermination de 1ltactivité . : -?

-

: . . ) !
d "'. coee 4 " i

extralre 1es acmdes gras;"

<
o ! ../f.'f'

L'lnconvenlentade I

ioa [

et la pérlode d'1ncubat10n est courte.'

~--cette méthode eif, qu elle n est pas. trés Sens1ble, alngl O

g

avec. Acxnetobactér 016' ll est 1m90551b1e de mesuré% direc- "
o G

*tement i act1v1te da¥$ le surnageant de la culture, il est’

. Y

. L
\K - . -

l‘

necessa;re de concentrer la solutlon enzymathue au preala-

ble, c est pourqu01 j ai_Efss peu utllise cette methode. La

[ ]
methode photometrlque est trés recente et-encore peu utlllsee,

!
sa grande sen81b111te et sa fldellté permettent de sulvre la- .

1 o

productldn de l'enzyme au cours ‘des dlfferentes phages de’

3
laborleuse que la precédente, mais’ elle permet egalemento

l'emploi de substrats” naturels (1 hUlle d&ollve purlflee) ou-

~
[l

des substrats chlmlquement purs (trlbutyrlne) e 8

2

» -

Enfln, la llpase possede en dehors de son actlon sur les:

' =

trlglycerldes en emu151on, des act1v1tes addltlonnelles vis -

L - . . "
LN

d vis d'un certain nombre de substrats synthethues, les - i

esters du B néphtol “en partlculle

naphtyl laurate et

o .
® o oo L - © o

. . . )
.

se falt dans ce cas!Ear colorlmetrle (72)_ o .
L act1v1te,gén rale des esterases se résume a l hydra- S N
oy b . " Lo
lyse des Qsters d‘alcools, dejhenols et d'acges gras. Les = ~° -

'.5

substrats permettant la detectlon de ces enzymes sont multl—,

J‘

l

ples-‘les uns sont 1ncolores, at autres llberent des radlcaux

colores au cours*de l hydroljse, dans un tr0151eme groupe on

N P " °

o
peut 51tuer ceﬁx qui llbérent un produ1t termlnal aisé 3¢ .

_révéler par des reactlons coloreés. Il est donc p0551ble de’ N I

. - -
- <

. A . f . [ ¢ . a
- .
' . . [
>

-



se. rendre compte de 1 attaque enzymathue en sulvant par
. 1 ‘ |
color1métr1e4}a dlsparltltn du substrat ou mleux encore.

Y L]

1’ apparltlon d'un des p;odu;ts 11béré par hydrolyse. Notre o

- . Y

'ch01x, < est porté sur’ 1e tr0151eme type de’ substrats, notam-- - SR

L3

ment sur,les esters ‘du B naphtol d courtes chalnes:. Naphtyl

acétate et paphtyi'ﬁutyrate.' .
. ¥ i ’ . . . } . L . .’
_— Dohc»la'méme méthode colorimétriqﬁe‘(chapitre II) peut

XTI PR 3 SO I 4

etre utlllsee pour doser les act1v1tes estera51que et llpa—

51que, la seule varlante etant le choix du substrat. .

LA
TR o o

r,’ﬂ est au cours de leur developpement sur des mllleux

.

X

-

complexes ou’ plus cla531ques, que les bacterles élaborent

certalnes de leurs enzymes. Les milleux liguides Z%base de

peptone d extralt de ‘levure ou d extralt de boeuf se sont

LEPE A P S S U LTI R

Ry 4 T

‘reveles l'un des mellleurs supports pour. la. productlon des . !

e

L.

enzymes llpoiyt1QUes {97). Ap;es le developpement de la fJ. é

) cuiture, QH‘UtiliSé'Seiﬁ le-surnégeant, soit les beCtér;es' o E

nén proliﬁérantes fraichement‘récoltees, ou encote‘des ex— é

tralts acellulalres sﬁlvant la 1ocallsat10n des enzymes. S ?
<

Theorlquement 11 est p0551ble de lelser Jles enzymes

.
P e T
AL i e n

bacterlennes en deux groupes dlStlnCtS' celul d%s exoenZymes
o

ol 1'enzyme est libre car re]etee”a l1'extérieur de.la cel}ule,

. . . Al

célui des eﬁdoenzymes'oﬁ 1l'enzyme est fixée 3 la structuree”

sl

cellulaire. Ce dernier groupe est lui—méme.subdivisé.en deux,'

N, -

d'une part on con51dere les enzymes qui sont a L' lnterleur de

T e B LT Ll L e

LIE'Y- | HEl e P A LR

la cellule ce sont les endoenzymes vraies, 4' autxespegs celltes

qul sont Smelement llees a la surface cellulaire. Méme si.

HEP) SCW

“ la cla551f1catlon;appa

it relatlvement 51mple, 11 est néces-

2
PR SN RN

‘. \ )
1
b L L !



_39-’ ‘. * - : ‘ ) "

‘salre d'apporter quelques prec1smons sur les exo nzymes, "t\a;

generalement Ta déflnltlon en 3 points: de Pollock (98) est- v

adoptée: |, = . . - o o - . L

. X - . . . 6

' 1- ' 'enzyme ne d01t pas &tre présente dans l'eau de -

lavage des cellules, ou dans 1es cellules broyees-

~ rd

‘2= Le pourcentage de cellules lysées d01t étre negll-

geable au moment - des essals.

- 3- L' enzyme dc%ee d01t etre trouvee dans le. m:n.l:Leu,r

3 A

alors qu une enzyme typlquement 1ntracellula1re (ex. glucose

6 phosphate deshydrogenase) est encore totalement lide aux

\‘cellu{es.;:\. o . Jp G . - <,
vu 1a grosseur des molecules llpldlques, 11 apparalt a

prlorl que la majorlté des llpases d01vent etre des exo—.

-~
v

e enzymes. Effectlvement, un bon nombre a’ entre elles sont

rejetees dans le mllleu exterleur, c! est le cas de Pseudo~

monas fragl (35), Pseudomonas aeruglnosa (38), Anaerov1brlc

llpolytlcum (42) Par contre Achromobacter 11E4lyt1cum (99) ) ﬁ;

* semble &tre mun1 de deux enzymes, l une exocellulalre, 1! autre

1

liée -3 la surface cellulalre, le pH optlmum d'act1v1te est l,,' i

d&(ferent chez ces deux enzymes. Il exlste tras peu d' exem—_'

[

,  ples de llpases bacterlennes 1ntraéellula1res,51gnalons le

-

4. cas de Proplonlbacterlum shermanll {(39).

Contralrement aux lipases, les esté@rases sémblent'étre
associées préférentiellement aux-cellules, c'est le cas de . s

Bacillus subtilis (100), de Mycobacterlum phei (101) et de

Pseudomonas eLruglnosa (13)7 ' , ‘ SN
O
. ' - (. . . - // /‘ \

AV

; .



. alealihi: pH 7.7.

, opthue des suspen51ons mlcroblennes (fig. I)

.“iI."Resultats

.1 . c,j_-o:Lssance a’ Ac:Lnetobacter 016 Lo i S

]

LY

) ‘La bacterle est malntenue sur le mllleu sem1—s6r1de de

conservatlon (33) a 4%. Le replquage est effectué tous les

mois.. Cette culture est. trans érée, en cas d utlllsatlon,

sur un mllleu Tliquide contenant 2% . de peptone et 0. 15% d ex—- .

‘trait de levure 3 pH 7, pour une subculture de 48 heures a

20°C. Un ml° de cette subculture est transféré dans 100 ml

du méme mllleu repartl dans un erlenmeyer de 500 ml. La

- culture est alors 1ncubee & 20 C sans agltatlon, au cours de .

la croissance le milieu qul etait‘ﬁeutre devient légérement

A S E

2) Mise en évillence des deux types~d'enzymes

.‘ . . - . - . . ‘ A
“ L'activité est testée dans tous lés cas au. cours des

. . : ) o . R
différentes phases de la croissance.- Cette croissance. est

: determlnee 1nd1rectement par l'evaluatlon de la den51te

A chaque den51te optique ch0151e, 10 ml’ de culture sont

[

preleves et centrlfuges a 20 000 g pendant 20 mlnutes. Le

surnageant est récupére, et le culot de cellules est dlsperse

' dans 5 ml d'une solution de chlorure de sodlum & 0 9% afin’

g

”_de laver les cellules. Cette suspen51on est centrlfugee comme'

]

gprecedemment la sclutlon de 1avage est preleveeéet conservée,

'1e culot cellulalre est redlsperSe dans le tampon de51re.

. L'act1v1te'est pecherchee simultanément dans le surna-

.geant de la culture,,daus'l'eau.de;lavage, et danslles cellules

s

L

i




Flg no._l 4  Courbe de: cro;ssqpce d‘Acxnetobacter 016

- : .. &7
- ;j(milleu; Peptone 2%, extralt de levure 0, 15%
B ' | ~ PH: }ﬂ'ﬁempérature de crélssance 20 C;
B . © sans agltatlon) ‘ -

Densité ' . - - - - -‘ . - L -
. bactérienne : L . I o ’
.. (510'111'[1) ' . .o oL '._‘. _ 7 Lo R IR S

i
’J

O 200 40 60 - 80 ..© 100- - 120 heures -

/ . . ' M‘



1

'sentes flgure'no. i act1v1te de la soyptlon de . lavage

nentlelle. Des le ralentlssemént de la- cr01ssance et avec

. =42

entléres resuspendues dans un tampon véronal PH 7 4 contenant

0.02% de sulflde de sodium Ces divers échantlllons sont

1ncubés 30 mlnutes a 37 C, en présence de naphtyl laurate ou -
';de naphtyl acétate, pour mesurer respectlvement 1es act1v1tes

Lllpa51que et estérasmque‘ L'act1v1té est exprlmeeen u‘hples

de B naphtol rejete par heure a 37° C, et ce, par ml de sur-

_nageant ou pax ml de cellules. Les resultats sqnt repre-j

est prathuement nulie dans les deux cas, par consequent,'

~

la courbe d act1v1te n' est pas tracee sur les graphlquesf

Lorsque le naphtyl laurate est utlllse comme substrat

.1ipasmque (fig. 2), on constate.que 1! enzyme apparait tres

v1te dans le surnageant, des le debut de la phase exponentlelle

de cr015$ance, cette act1v1te cr01t tout au long -de cette

-]

phase, et attelnt son optlmu avec la fin de la phase expo-~

le début de la gﬁ;;e stationnai l'act1v1te decr01t. Par

. contre. l'act1v1te cellulalre est trés falble dans Des pre-

?mlefes phases de la cr01ssance, elle augmente sen51blement

C Yy

vers la fin-de la phase exponentlelle. ) .f_ . |

'."u

L'act1v1te estera81que obsefvee vis a vis du naphtyl L”

,'acetate (ﬂLQ ‘no. 2) est l lnverse du - cas precedent c'est &

dire, que 1°' act1v1te‘cellu1alre est plus 1mportante que celle

du-surnageant.‘ L'act1v1te cellulalre ‘est a son optlmum a la

3

fin de la phase logarlthmlcue de la cro;ssance, apre qu01

cette activité commence decr01tre. L act1v1te du sq‘nageant:

est trés falble au debut des premleres phases de la cromssance,
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C e T

elle augmente de . fagon notomré ‘au - moment oﬁ celle des cel—
J

'lules diminue. Les. memes résultats sont obtenus 'vis_3.vis

" du naphtyl butyrate (flg. 3}

-

Ces premlers résultats 1nd1quent trés clalrement 1! ex1s- .
tence de deux types d'enzymes dlfférentes- : ' . : .

- Une présente dans le surnageant, surtout actlve vis.

‘d.vig'du naphtyl 1aurate:‘ la llpase.

- L'autre avant tout cellulalre, actlve v1s a vis du o "

naphtyl acetate et butyrate. 1 esterase. o . ‘ff_

- Ces premléres données sont conflrmees par- uae deux1eme

série 4' experlencesq le surnageant est 1ncube en- presence de

- dlfferentes ému131ons de trlglycerldes. La trlbutyrine est .

lchor51e pourwle dosage tltrlmetrlque (flg no. 4),'et l huile

' rlive pour le -dosage 'photbmétrioue (fig' no.‘ 'Sjv Dans les _
'deux cas, i_act1v1té est exprlmee en U moles d'acides gras

llberes par minutes a 37 C par ml de surnageant. La encore,

la forme des courbes d'act1v1te est semblable 5 celle obtenue
avec le naphtyl 1aurate.‘ L' act1v1té optlmale correspond

la fin de 1la phase-éxponentlelle de croizfance1 elle est

" suivi d'un déclln avec le ralentlssement de la crorssance
mlcroblenne 5 Or seule la llpase est capable a' hydrolyser les
_emu151ons de trlgly0er1des f.-‘. - . ‘ - --.. £
.»". Qu'en est-ll au nlveau cellula1re° Pour permettre un

: @
mellleur contact. 5ntre 1 emu151on et,l enzyme, les cellules

sont broyées'a;la presse, et la purée cellula;re-obténue est v

incub&e avec ie'substrat qui est jl'huile d'olive émulsifiée.

Les essais omt &té effect . deux densités optiques diffé-



o ’ . i . .
Fig. no. 3 = Act:Lv:Lté estérasique/du surnageant et des cel—
) lules entidres vis a..vis du naphtyl butyrate,
en fonc’tion de‘l'age de la culture ' _/(
3 . e L
o ca . .
- ' .
g:) Y 'é' iy L : ! \. - .
e ~ . & :. courbe de croissance
) " : ‘ T
ol ) ‘ L . .
' b .0-: courbe &'activité
e ly.20 . des cellules
U - . )—| .
[U Mk : : . .
Q B e : courbe d'activi]té
IR ’ L du surnageant -
.{,;;‘ : ’ l
o '-5 - ol 4
. .- _ :
a) o .
‘5. !
41 .8 g ]
g A . ~ 4
.3 4 .6 - : .
.2 t .54 .a
14 .2 " ,
.-.-& . i 1 ' ‘4 . l" i | . y ¥ .. :
0 20 T 40 60 80 100 120 heures .
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F - e

F1g. no. 4. - Act1v1té lf%as;que du surnageant en fonctlon de

-

1'Sge de la culture d‘Acinetobacter 016 (dosage

o t1tr1métrique) .
-.L s -
. -
[y L} : . -o ; '
’ ’ . R »
\ o / )
-HJ" o' I . ' -

l - oo .
oo o ~ courbe de croissance
. ': courbe d'activité vis-
e & " «d.vis d'une &mulsion’:

- 110 . de tributyrine

70

50

30

o~
!

0 20 40 .~ §0 - 80 100 ‘ 120 ; hehres:

! ' : .
" ACthlte exprmmée en mlcro-equlvalents d ac1des gras rejetés

) - . _
. Lo SN
Par mr, par mlnute a 37 c. ‘
: : ;{.
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S Fig; no, 5 = ACtiVité lipaéiqu' du Surnageant en fOnctJ.on de : "»,
‘ - ‘ 1'age de 1a cultu a Acmnetobacter 016’ v1s_a- _
tp.s d une émuls:.on d'huile 'ollve '
o ST
L I
8. ]
7 ) . A/A_ o . - . si.
.74 L -
N . ) - y ' .
CH : courbe de croissance
:. '7 .
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rentes (tableau nO- 5). acthlte llpa51que ‘est trés falble

au niveau cellulaire. Flnalement que les cellules 501ent
"entleres ou, brdyées, leur- act1v1té .ne represente que 7 a: 10%

Jde l‘ast1v1té globale, et ce, au551 bien vis aﬁ%Fs du naphtyl

laurate que. des ému1510ns de trlglycerldes. ¢l

La llpase est

donc en grande partle présente dans le mllleu externe o

3)1 Locallsatlon desideuxfenzymes ' T

i'v- ' Dans ﬁ% paragraphe préeédent il e'été déja. 'clalrement
Gtabli que la plus grande partie de l'activité llp&Slque,

wf501t 90%, se trouve rejetee dans le mllleu ay cours de la

°

_§§phase exponentlelle de la cr01ssance, quant & L/ect1v1té I
W . o
estera51que,helle se trouve assoc1ee pr1nc1palement aux cel= .
',lules.. f _ ' S ‘ I

e broyage des cellules a- l&’presse, su1v1 - ar une cen-:

'trlfugatlon dlfférentlelle (flg no 6) est gne autre modallte
-

utlllsee pour locallser les enzymes.f L'act1v1te est deter—

‘minée dans les dlverses fractions par la methode color1metr1

que de Nachles Hgt Sellgman (72), ‘ | pQur deux den51te
opthues du milieu de culture (tableau no. 6) | Ces donnedé r
'.conflrment nos premleré resultats l'act1v1te llpa51que est ;-‘w s
- exocellulalre, effect;ﬁement 80% de l'act1v1te restent dans
P_jfa phase llqulde aprés uﬁe centrlfugatlon de 60 mlnute ' ."f ; 1
240 000 g, 5% sont lles aux fragments membranalres séélmentés S 'J
au cours, de la centrlfugatlon, le reste 501t 13% se partage 'f L '\

equltablement entre l act1v1te associde auXx cellules (7%) et o

\
J;ef%e perdue pendant‘les différentes phaseS'de,la manipulation."'

A - - .
= . - . . [



" ora9- R
P - a v B L ) .
: . ‘ . ' "
. .~ "  TABLEAU no. 5

"Activité -lipasique vis. -3.vis d'une ému151on d'hulle d'ollﬁe

\
(methode de Llppl) -

N ‘— . ' - o B : ‘ ' ) '_-..' s :
Densité& . - |- . Activité lipasigue: mﬁcro-équlvalents
bacté;;?nne‘?‘ T ar a01des gras rejetes par ml '-par minute

‘ L a 37 C - e . f
-1 510 nm | - e . -J o . - '

Surnagegnt = | ' Cellules broyées

490 . e o500 T g gg
2 . . C [ . ) " . ‘
635 .. - 90 .o | T 6.6 )

! ) 7 .
-y "
{ ' - K
t '
i | ‘
- P .
i
. ]
- .
. ' »
- 7
L) « . '
. —’—f . 1
.- . - o
- 1 - n" E
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. L act1v1té estéraSLque est surtout llee aux cellules x
' o R
(flg. ne. 2) somt 85%, seulement 15% est locallseedans ﬂ b

r
+

repaf¥1s° dans le cytoplasme? dans Iaparoi ou les membra- e
iy e _ - me L
nes cellulalwes° ) L PO i ./’f\\ Do e

milieu. Dans qu{%le fractlon cellulei;ipces 85% sontnlls

e

ApreS\le broyage des cellules a lé_presse et la centri-

) Y fu atlon dlfferentlelle (fig ho.'6), il, est apparu que 50%

at

def 1°' act1v1te se trouve dans la fractlon soluble du cytoplasme

wd

'(tableau no,'s)} 15% dans les débris cellulaires sedlmentes

(paroi,-membrénes) par une centrlfugatlon de 60 mlnutes a

- . . L -

2&0 000. g et 20% sont perdus. L _' -

~.

+ . -
. - v
I\ . ' -

Dans cas dernleres experlences, 1a rupture des cellules T
': ' a été btenue par preiglon,-le»piocede st brutal, il ne perf ’

mettrait pas de localiser les enzymes présentent & ‘la surface "
‘ c ' ‘.. L ‘ - ' Ly | .
du cytoplasme, c'est a dire au niveau de la membrane cyto+ -

o

" pIasmique. Pour verlfler cette eventualtte, les cellulesf[
sont soumlses 3 un choc osmothue sulvant la technmque de
Leu (102) Un tel traitement’ permet)la 11herat10n des enZy—

TES perlplasmlques et non de celles qul sont a }V;nturleur R

_r

I
L8

de la cellule (102) Or ni la llpase nl l esterase ne sont

llberees, lorsque les cellules sont soumlses é un tel choc W e
(tableau no.7). . S ' . c L
f;,[lII ConcluSLOns" o EE -‘ : e T
- y , . B L, .
. . W/ - ‘.i_
' L' emp101 de substrats dlfferents, d'une paxt les emul—

sions de'trlglycerldes,-d autre part les substrats synthet;—.“;

L | - o ‘ ) . ' ' (.
' A - . . o - -

© -ques- tels que les esters du P naphtol, ont permis de différencier

- -
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.Eébleau‘no;f7ﬂﬁ

. . v o " e . ’ o i .
rAct1v1tésestérasxque.et lipasique ‘des cellules
’;\ff % avant et apras un .choc dsmotiiﬁe' L ' '
F:actipﬁs"/‘o S Activite esté:agique/ Activité llpaSquQ/
' -ml/heure & 3tTc | ml/heure 3 37%

LI Tl o v

. 14 . ) —
. wo . . i s . ) . . ' .
. non -traité @ | : : . : veded

4

Celiuleé entleres.' - - 0.553 . T - -'0.086
aprés le choc - :
osmothue

._/__. . ) . “" . . '

. Solution’ provenant | - g.g21% 7 o.008°
~du traitement L ' o
des cellules e S E

v .i"‘ o Xﬁ. ' ';

Dosage de 1 act1v1te par la methode colorlmetrlque de

Nachlas et Sellgman (72)
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sans'équiVOque, l'exlstence de deux Systdmes- enzymathues--

- 1 un,,capable art hydrolyser les emu131ons de trlbutyrlne

et a' hulle d'ollve, et en plus,le naphtyl laurate, peut etre

K deflnl comme 11pa51que.'

]

, - 1! autre, sans. action v1s a_VLS des emu151ons de trlgly-

cérldes, mals,hydrolysant le naphtyl acetate de meme que le

nap@}yl butyrate (flg no. 2 et 3), peut etre deflnl-comme s -

4

esterasxque.
|' Ces deux act1v1tes sont . repartles dlfferemment - S
1) La llpase est avant tout rejetée dans le mllleu. Les

o ~.,

courbes da' act1v1te llpa51que obtenues sont semblables que g' "
les - substrats 501enthnaturels qﬁulle d ollve) ou synthethUes

- (naphtyl laurate) La productlon de: llpase croit tout au

long dé la phase exponen lle. De plus dans le surnageant,-

1 act1v1te est proportlodﬁelle au volume d‘enzyme, et elle

e

= '

est linealre aves/le temps (chapltre VI) ' B ~n . .o ..‘
I1 est probable que la ]1pase est -une exoenzyme, en

eflet l act1v1te dosee-dans les cellules entleres ou broyees -

-

.est falble, elle ne represente Jamals plus deJlO% L'enzyme
| 4

'est rejetee daqs le mllleu, tres t&t au cours de. la phase de

N
-cro;ssance de 1a bacttrle, alors que la lyse des cellules

- est encore negllgeable. Mencher et Alford ont demontre que -\

.I.
*

-la lloase de Pseudomonas fragl €tait totalement extracellu-‘

" laire, car ils_ont verlfle les trois critéres de la deflnltlon

‘de Pollock (98) Avec Acinetobacter 0 “les deux premiers

Y

: 167
'crlterei sont rﬁ:lls. : . T

- a)_ il 'n’ y .a pas, ou prathuement pas de llpase, associée

aux - cellules, B P B o ' , - .
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b} 1la llpase apparait trés tot dans le mllleu,

| alors .- -
que la lyse cellulalre est prathuement négligeable; - B
le tr0151éme crltére n'a pas éte vérlfle. .
2)  Au contralre, l estérase est assoc1ee aux celluiéé, "

élle est avant tout lntracellulalre. Cette endoenzyme est

en .grande partle locallsée dans le ¢ lasme de la cellule : 7
La productlon de l'enzyme cr01t tant que lea cellules se

divisent ‘& ta?x de gr01ssance constant et maximum et que

le taux de mortallte est nul . D&s que - ces.condltlons ne

—_

sont plus remplles, la productlon de l'enzyme se stablllse,
pulS decroit- correlatlvement 1 act1v1te dans le surnageant

‘,éugmente, cette augmentatlon est probablemeﬂt une consequeuce

de la lyse ceLlulalre.

."/
st
sy

A
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Facteﬁrs.affectent la productibn des.enzymes 11polyb1ques,

et plus partlcullerement la llpase a’ Ac1netobacter 0

16.

I.. Introduction"'rﬂ\;/' o )

[

‘L

Des études quantltatlves sur la- productlon de la llpase,

et les g%bteurs modlflant la ll%eratlon de l'enzyme dahs le

[

_Hmllleu de cr01ssance ont ete decrlts chez ‘de nombreux mlcro—.

- Eal -

organlsmes. . ) . C . o

L'influence dé 1a'c0mgositi£n-du milieu sdr la‘produc3
tion de quelques llpases est blen connue. Dans la majorlte

des cas, . les mllleux complexes comme le bbu1llon nutrltlf

-

les boulllons peptone oua 1°' hydrolysat de asélne'additioﬁ-e"

nés d extralt de levure, se sont reveles d’ excellents supports

pour la cr01ssance et la’ productlon de la llpase chez de nom~

breux mlcroorganlsmes. Candlda llpolytlca (103), Pseudomonas

ragl (97), Pseudomonas fluorescens (8), Pseudomonas aerugl-'

°nosa. (104), Anaerov1br10 llpolytlca (74), Mlcrococcus freu-
1

' denrelchll (20) . Parfois 1°' add;tlon d'une petlte quantlte-

--.

de glucose (0.05%)‘Sehble:néceSSéire, ﬁotamqgnt chez Candidé

.Iipolytica (103): Par~contre, ce méme compcséa.concentratlon

T trop elevee dev1ent 1nh1b1teur (103) pour la productlon de

- i

1! enzyme, cet effet a eté ygalement observe chez Geotrlchum

e

gandldum (105) et chez Pseudomonas fluorescens (106)

Nashlf.-eﬁ;jklson (9?/ ont ﬁ?\iiiiﬁdes milicux synthé-

thues de compositiort Eéﬁﬁ simple, biémn-qu'ils permettent la

-

. CrOlssance 5; Pseudorionas fragi, la production.de la lipase ,

P . " ) BN . A . . . P
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est ﬁﬁsatlsfalsante. De meme, Alferd et Plerce (106) ont

'tente la méme étude sur 41 ‘types de milieux ' synthéthues v15

i vis de Pseudomonas fragl et de gseudomonas fluorescens.

- .
P

:Flnalement le mll;eu peptoné peut etre remplace par un mllleu

.
glucose, tamponné au sulfate 4q°' ammonlum, enrlchl at arglnlne,'

de ly51ne, d'ac1de asparthue, et a!

-

Pseudomonas fragl (97) sans dlmlnut

601de glutamlque, pour

ion e la cr01ssance ou . .t

- : —
de la productlon de l'enzyme.‘ Le glucose peut Etxé\\als.de S |
ce mllleu, ﬂe méme les a01des amlnés 01tes peuve;t etrelreml |
places par 4’ autres comme 1 1soleuc1ne, la leuc1ne, et la
vallne, sans gue . la cr01ssance ne so;t modlf1ee~ cependant,
la productlon de la llpase est grandement redulte. Peters

'et ‘Nelson (107) mettent en ev1dence la nécqssite g ajouter

'des v1tam1nesﬂcen partlculler de la thiamine, au mllleu miné-

ral glucose a s, ~pour. obtenir. une bonne productlon de llpase “fnt g

avec Candlda llpqutha.! Cutchins 'et-al (108) montrent que -'q:

l addltlon de v1tam1nes'B a un mllleu a base de sulfate
. Y '

d ammonlum et d hulle d ollve permet d'ebtenlr chez Pseudo—

monas fluorescens, une cromssance semblable a celle dbtenue.

¢
sur les mllleux complexes, neanmolns, la productlon d'enzyme,

est- prathuement nulle, en conclu510n, chez cette bacterler'_, o

les mllleux synthethues des plus szmples aux- plus complexes,
sont de mauvals supports p ur, la productlon de la llpase.

La lrpase peut donc tre _rodu1te dans des milieux dé- -

'peurvus de graisses. Il reste i se demander, si 1'add1tlon

de dlvers substrats.llpldlques aux mllleux de crOLSsance des -

*

mlcroorganlsmes, permettralt l'1nductlon d’une plus forte

-



- 80 qui stlmule la production, de la llpase che*‘Candlda llpo-

e e et
N .

', ' . . . [

-
I
.

o Y ) . J‘ ' ‘ .
quantlté.dfenzyme., Nashif et NElson {(97). Signalent l'effet'

,1egérement stlmulateur de la’ trlcapr.llne et de l'aclde

capryllque sur la production de 1. llpase de Pseudomonas'

fragi. Le méme effet est obserVé si Ach mobacte£ llpolyt1~

. cum (33) “croit sur un milieu ontenant l% d'hulle d’olive
ou_des graisses’ du lait. EfErra (109) montre l'effet stimu~-

\
. lateur du tween §5 sur 1a productlon de 1la llpase de Pse%do-

' 1 ’ .
monas‘aeruglnosa._ Ces dlvers composes (hulle d'ollve, trl—

'capryline, tween 80~;.. ) sont de51gnes comme des 1nducteurs'
"non ératuits" pulsqu ils’ sont tous metabollses et utlllsesl'

_pour la_ cr01ssance des mlcroorganlsmes. Cependant le tween

ztxca (110), mais qul n est pas utlllse pour la croissance

.de la levure peut &tre con51dére comme un; exeqple dar 1nducteur L

'typlque ou gratu1t.‘ ' . . o B I

. : L AR
- . K B

Nashlf -t, Nelson (97) ont observé! par contre, une moins-
- f :

forte productlon de llpase par Pseudomonas fragl, lorsqu 115

L.ajoutalent des gralsses du beurre ou des trlglycerldes a lon-

gues‘chalnes d'acides gras aux mllleux de cromssance En‘

- réa 1te, iY semble d’ aprés les travaux de Smf@h et Alford

(lll) que cette lnhlbltlon part1elle~501t die E 1'accumulatlon
dans le mllleu des ac1des gras llberés*par"ia*llpase.
En dehors des be501ns nutrltlonnels, a’ autrjf,{acteurs

' sont susceptlbles a' 1nfluencer la productrgh de llpase,_'

11 s agit. essentlellement 'de la temperatur ’ du pPH, . et de
1! agltat;on ‘du mllle ol se deyelo pe la bactérie!
S Nashif. gt Nelsd (97) obtiennlnt-uﬁé:ﬁluslgrande“quantite

g

s~
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_d'enzyme ,51 .Pseudomonas fragl est CUlthé .dans un mllleu

,quulde de’ falble profondeur, sans agltation. A 1 inverse.

A]_ford et Smlth (112) ,recommandent une bonne agltat:l.en qui
, _

fa0111te la dlffu51on de l'oxygéne,

pour une mellleure cr01s—
\ .
sance et productlon de llpase chez Staphylococcus aureus.

De meme,.Lawrence et al (20) avec Mlcrococcus freudenrelchll o

-

et Nadkarn1 (104) avec. Pseudomonas aeruginosa, notent un

effet semblable,_ : ‘ é R I ' | . ‘E

s

Un bon nombre de bactéries llpolyttques produlgﬁnt une

'plus forte quantlte d'enzyme si les bacterles poussent a des

.I t

temperatures av0151nant 20° C -et cela meme si leur tempera—«"
. . .

ture optlmale de cr01ssance est plus elevee , Ces faits ont

.ete constates pour le genre Pseudomonas (97) (8) - (40), les

]
£

Ltemperatures les plus favorables pour la- productlon de 1l'en-

zyme se. 51tuent entre lS et 21°C a 1'excepelon, toutef01s,_-

de Pseudomonas aeruglno¥a qul donne une plus grande quantlté{

‘ -

de 11pase a 30 C (10411 Par contre, chez Mlcrococcus freu-

denrelchll (20), la pr#ductlon de llpase n est pﬁs affectee' ,
N P
. J . i .
que la bacterle se developpe 20 C ou. 5 30 C. Il n'en est?n

-

pas de méme pour Achromobacter llpolytlcum (33) et-pour - s

Anaerov1brlo llpolytlcum (74) gui donnent de mellleurs resul*

{»d———T—— :
tats, si- les—bEﬁféiies poussenf a et § 38° C respectlve--.

L . R '

ment., = - e

Le pH du mllleu de cr01ssance, joue un rSle non negll— I
geable sur la productlon de la llpase.' Lawrence et al (20)

':ont-montre que 1a quantlte d enzyme, lorsque Pseudomonas fragl

-

'poﬁSSe:sur un mllleu a pH 6, est 3 3 4 fois plus 1mportante,
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que 5111e milieu est a pH 8. De meme, Wouters {113) a montré

que 1a productlon de llpase chez Geotrlchum candldum, est -

tres sen51ble auk varlations du pH._

N e
I RéSultaté I R o

)."H-A..-.. s

1 N - :
TfT\\_ 1) Influence des facteurs nutrltlonnels B
N . -
Cette etude ‘a ete effectuee a partlr de deux - types he R
{
. .t

. mllleux 1ncubes d 20 'c sans agltatlon.‘

r

. j"‘a) mllleux complexes ou emplr}ques (tableau no. 8)

bl

: constltues a partlr ue materlaux dont la comp051tlon n' es;
pas completement elucldée.  . “ o L . &
BRI b) mllleux synthethues (tableau no . ’9) ol la quan— m
tité- et la quallte des substances chlmlques pures sont deflnles. !

'“'«\
"~ Le pr1nc1pe experlmental est le su1vant La souche conservee

Sur-un mllleu Seml—sollde (83) est” transﬁeree dans le mllleu

tudler, repartl en tube (lO ce) pour une subculture de

48 heures 3 20 c. Apres qu01, 100 ml de ce meme milieu places
e

dans un erlenmeyer de 500 ml, sont ensemencés avec.1.ml de la -

subculture.° Des prelevements effectues a dlfferentes den31tes

‘opthues, sont testés Pulvant la methode colorimetrlque de

- e ;

Nachlas et Sellgman, pour evaluer 1eur act1V1te 11pa51que

. , e
) . . ) U ..I.'l- s Y
et estera51que. - — BN

1Y

Le mllleu complexe utlllse est le mllleu peptone addl—"‘ A

tlonne eventuellement d extralt de levure, & pH 7. Seules;

r‘

les proportlons des deux constltuants varlent (tableau no. 8).

La productlon de llpase, tout comme la cr01ssance, s _t mell—

-~

leures dans le mllleu peptoné a 2%-contenant en plus* .15%-

-
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-d extralt de levure, aprés 96 heures d-

}Qu 1orsqu elle est nulle,

'v1te) que sur celle de la llpase.

1ncubatlon 3'2000.'

”Lorsque la quantlté d’extrait de 1evure est diminuée’ de moitis
’

Ia cr01ssance tout comme la produc-

tlon d’enzyme sont affectées. Il en est de meme 51 1a quan-

/

/ . o
titd de peptone est ré%ulte -de moitié. ' La productlon de .

1’ enzyme, decr01t de 40 & 50%/

- *L actlvlte estera51que est egalement plus 1mportante

_ dans le. mllleu peptoné 3. 2%’et contenant 0. 15% d extralt de

1evure (tableau noi 9, aprés 48 heures d'lncubatlon a ZOQC
sane-ag;tatmon. L abseuce, ou une quantlte m01ndre ﬂ'extralt
detiévute‘(tableau no. 9), sont beaucoup m01nsldepre551ves
sur la productlon de l estérase (perte de 20 3 25% de 1 actl—.

o,

- Les milieux synthethues }tableau no. 10 et 11) ont. pour'.

. base mlnerale le mllleu minéral de Lochhead. (94), dans le—

' quel seule la source 4d' azote a ete iegerement modifiée, et

T

. d'ammonium dans-les proportlons de 0.03% Les 10 ac1des -

: contlent en plus du nltrate de pota551um 0 02% du sulfate

aminés‘ajoutés sont. ceux. utlllses par A01netobacter 016

comme seule source carbonée (chapltre III) Que le mllleu

,mlnéfhl (tableau lO et ll) soit eanChl ' d ac1Qes aminés-

seuls (a), d a01des amlnes etlﬁ acétate de sodluma(b), a’ a01des

amlnes et de v1tam1nes I (c), at 01des amlnes de v1bam1nes

(I et addltlonnelles) et d'éleme ts a l'etat de Eiace (d);'“

P

:la productlon de 11pase est prathuement nulle dans gous les

o .

cas, ‘et ce;. au551 blen au,n{veau cellulalu?_qge dans le sur-

-

_nageaht.' Meme -lorsque la comp051t10n du mllleu (mllreu dy

b
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leau no. 10 - Comp051tlon détalllee des mllleux synthétiques T
§§§g_m£§§£§19_5_1 e PO
]
. ' i - g oL
KN03 llggnoo-,;.--.c---o.-' D.z:g ) ‘l(ﬂr
NH4SO4 ..'-...-.....--...."-0!3Ag.‘. ' Y A
KZHPO4 ---o--loo-.-...--.- 0.19’ ]
__NaC]. “"""',o--o-oo-.-.-- O-OSg- o i
MgSO47H20 ----o--o;-o‘.-l-- 0.2 g~' h,\
CaC:LZ ""il'.....ul...l-‘u‘..0.1 g‘,J' .

) FECIB, 6H20 -.- .‘.W ... K ...‘.. 0.0lg - .;\ ':- -

“Bes_10_acides_amings f C .
.PL S&rine ) : - N
. DL * Alanine- ' S ;
. L agide asparthue . DT ;
. L Asparagine- _ , . Ca
L acide glutamlque L v I PR
~L _Glutamine - ~ vz - . LT { i
L Histidine . 5 -t . T .
'L Proline .. ] ' e -
-L Arginine * o
L_‘Tyr051ne - ‘

' . h ) . 1
§9;gi_:;9r_1_§§_'\_f;§§m;r_le.s._f%l_zggg _ _EQE_Q&SEHJ.EE a
- '.D calclum panthot nate'..IBQ mg . ;<:' f”ﬂ

Thlamlne HCl a e e s’a - & 8 w L] .:. 80 mg "t ". -1
'Pyridoxine ...,........... 80 mg - | g F" |
~L.inositel-......... <oy 80 mg Tty r"r '
" Acidé” nlcotlg;que .......I 0 mg i ' o
Biotine’ ...&.....,........h.6 mnl. (50 mg/lOO ml H20 ..
. . _ 7. dlstlllee) Coae
‘_75Eé&ly.}é.s._QQQLE&QEEEHELZ;_ Co s . .
. MRS - ° .
. v r I )
Riboflavine cee e, - 20 yg 4 . ' '
® Ac1de P amlnoben201que .o 2 Mg 3
Ac1de follqua .....:...C, pg';, ‘ ) _
' ElemenEE___l.'..éEQE_Q?:._EEEEE_Z_lO.Q_fl‘-l i .
Acide borlque H e s e mnnsnnas 'S-mgi-' ' )
'« 'Sulfate de cuivre .. ...... 0.4 mg _ . ;
Iodine de pota551um eppese s Lmge :
. Chlorure ferrique .%\ ....:. 2. mg * -
Sulfate de mangangse ..... 4 mg . -
Molybdate de: sodium ...... 2 mg.
Sulfate de zznp ..;.:;:,.,_ 4.mg . -
r":.— ‘ ' . f * ~
N K ‘ ." : .Q" . - H;'
" l . N - - ¥ -
. - . 3 R L
2, )
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est tres proche de ce qu est connu de la composrtlon chl—'

mlque de la peptone et de 1'extrait de leuure (leco Manual -

_ K 91eme edltlon), la quantlté d‘enzyme obtenue est 1n51gn1f1ante NP
Y v

bveﬁ'que la cr01SSance 501t tres 1mportante (DO - L. 0)

.j Quant 81" act1v1te\esteraslque (tableau no. 12), elle-.

-

'fn eft jamals qmlle, quel qu0501t le mllleu synthethue utl-
]
llSF. Cependant la productlon de l'enzyme est m01ndre que

i,
s
dans le m111eu complexe, elle est‘dlmlnuee de 30. L
550% méme’ si la cr01ssance e 13 ttes forte (DO = 1.0 -mllleu d)
Flnaloment, 11 est appa;u 1nteressant de determlher de

v rOre de quelq es su

trats llpldlques sur 1a productlon des

.enzymes,-'L essais tentes sont modestés, pulsque reallses

-t

o .

._-seulement avec de la trlbutg;zne_ajoutee a_la.goncentratton o
0

~de 0. l% et avec,du:tween 8 la concentration de'1% (ta-
: L e T - o, | :
'bleau no. 13)," :f_,_" L S ;

L act1v1te llpaSLque semblgﬁlegerement stlmulee par la

presence de la trlbutyrlne L' ct1V1te quritgt de 0 934 pour L

une dens;te opthue de, 0 550 nm en presence de ce compose, .

ﬂ‘esﬁ seulement de 0. 400_pour la meme den51te'opt1quexdans un :'-f
: PR -e L
'f_mllleu depourv de’ trabutyrlne., Parallefbment 11 est a noter -

‘s

Gue 1tév lutlon du pH\du mllleu est dlfferenté ed presence‘ O

de trlbutyr e 1e pH reste assez st#ble (de 7 a 7 25), alors

| .
-qu én PaoSence de cecompose le pH dev1ent plus alcalln (7 6) .

'Par contre, 1 addltlon du tween 80 a un effet 1nh1b1teur sur .

la productlon de .1 ‘enzyme, qur baisSe qe 80% alors que le
'\

] . L - ,
. ’ o L s . [ v

pH varle tres peu (de 7 ] 7 2) h' ;"-:Hy oy

' i! ‘,-" T, S - | :':
L actzvrte esterasrque est plus affectee par 33 presence T

;.-). [aY

By,
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S de 1a trlbutyrlne que par la présence de tween 80. La pro-‘

| ductlon de(l'enzyme decroit de 30% dans e premler cas et
1 l * J
seulement he 10% dans le deux1eme~(tab1eau no. 13)

-~ : r

2) Influence de'q‘uelques aptres_-facteurs:- : T R
. a) La températﬁre_d'incubafiqnn. e g-\'x'x
“ 7 Le milieu utilisé est le. milipu peptona 3 2%'edditi_oﬂn§~

de 0. 15% d’ extralt de Levure.¢/Les culturéé'éont incubéeS'é

f\\\\ls, 20 et_BD»C 'sans agitatio

:43 elles aussr Klncubees respec?&vement 15 20 et 30 C Ca

Les subcultures ont ete,

‘Les courbes de cr01ssaqpe (flg. 7) mbntrent, qu entre A

‘20 e£ 30 C ‘les dlfférences/font 1n51gnmf1antes. Eﬁfectlve—f - o
ment, une,numératl-én vital (chap II) effectuee ‘pour - une . ’ %
den51te bactérlenne de ,6 0 nm, montre un nombre de- cellules~ ) ﬁ

/ . * .
(:“3“'I&32par ‘ml de cul?ure) semblable dans les 2 cas. ‘Par‘f

contre' &1 hC la den31t bacter;enne est un peu plus falble.

La productlon de 1lpas7 (flg -8) est plus eleqée a 20 C- . f\"
‘- - -‘ -
cependant’ﬁ 15 C, cetté productlon est’ encore trés 1mportante

‘80%. A 30 C par CQS re, la quantlte a enzymerprodulte est

k) l‘s . : ) .' : v
beaucoup plus falble/}40 a 50%) . S . SR f//ﬁ\ P
. L. .' t : : ’ o

) L' act1v1té esteraslque (flg. 9) montre peu de varlatlon:'_
. -
que 1es cultures soient 1ncubees a 20 ou -a 30- C, elle apnaralt ",

i -meme,legerement supérieure 3 30° C. A 5° C ia quantlte d'en-

) Sy

-

* zZyme est 14 mbiti

-~

mesophlle (qul c'oit 37 C) rsolee du m me echantlllon de.d\\

'sédlment qu Acld%tqbacter 016' la. productlo de}llpaseudans e

ok -
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16 surnageaqF ESt SGMbIh\i gue la culture SOlt 1ncubée a

‘:30 C ou a 20 C sans agltatlon, dans’le mlllen peptone (2%)

r e

-

.

_—

"nue lorsque le;pH 1n1t1al du mllleu est de 6 6 ‘ Quant"ﬂ

. Ny
’ 1es tempﬁratures elevees pour la productlon de sa lloase

'!

plus extralt de levure (0 15%) pH 6.6. A1n51 pour une
X .
densmté 0ptré£e de 0. 680 - nm, l‘act1v1te llpa51que est. de
3 37 C et par heure) pour Ta culture placee a 20° C et de |
r765 pour la culture pﬂﬁkee a 30 C. La souche mesophlle .

n est pas affectée comme la psychrophlle facultatlve par

QUant a 1a Droductlon de l esterase, chez la mesophlle tout

comme chez la psychrophile facultatlve l'act1v1te est sem-‘?'J

blable que 1es cultures soient placeesa 20 ou a-30° C:
b) .Le pH du mllleu de culture

Le pH du mllleu a"base de peptone (2%) et 4' extrait de

@ .

' levure . (0 15%) est Z;igé'a 7, 6.6 et 6 par 1! addltlon de

l ac1de chlorhyarlq e. Lesg cultures sont 1ncubees-a i@ c f}
sans agltatlon. el T :

. . e " . '.' . o] .
Les resultats obtenus sont rapportes dans le. tableau 14.

. Dans'les 3 cas, le, pH du mllleu 'de culture;‘dev1ent 1egere—-

o \ .
ment alcalln en fin de cr01ssance“ Il l'est d'autant plus
Vo of .

(7.6), que 1%, pH du mrlleu tlal est’ plus elev§ (7) ~5ua_':

. La. mellleure préductlon de 11pase (tableau 14) est obte-

s 3 -
- . R i -—

':l'estérase, c'est lorsque le mllieu 1n1t1a1 est neqtre (7)

) Agltatlon ou aeratlon du mlllEU '~1h‘ .3“;.

™

Les cultures sur.mllleu peptone (2%) a 1 extralt de"
; ;

levure (0. 15%) pH "7, sont 1ncubees 3 20° C sur un ag;t 't

: rotgtlf ce’ qu1 facmllte la dlfoSlon de l‘oxygene dans le

LT\ . " ‘ e . _‘ - - - '." : ” . -, "' o ) . . e
1lleun o ', .- S : * L T : .9 ) ’ ’

RS .
. som PR - . N ' - . ot
L] v . . A .
. L , , . . . '
'). e L. . — h - .
A N Lo LT . ! . . . . v
. | . '

0. 763 (u moles de 8 naphtol rejete  par ml de surnageant‘ -,f ‘

. “ .
*

4’_
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‘oo La crozssance bactérlenne est tres rapxde,

.

la phase

statlonnalre est attelnte en 48 heures aﬂors que sans agl£g_

. .-#
¥ tlon ce stade n est attelnt qu apres 96 h

e

res d' 1ncubitign,r R

e,

Par contre; la productlon de. llpase est be ucoup plus falble,

" SN ~ 7"
ainsi pour une den51té bactérlenne de 700nm, 1 act1v1te est ~—”ﬁr\%h

_\\_ﬂ_!

450 par ml de surnageant alors qu elle est de' 0-.766 par

ml de surnageant 3 la- mé&me dené&té opthue 1orsque e mllleu'l‘?l -

de_ culture n1est pas aglte.'

v

\IiI;3Discussion1et.conclusion

-/): ' Les resultats obtenus ‘au cours de cette etude, montrent

T tres clalrement, que la productlon des enzymes llpolythues

par le meme m;croorganlsme est tres varlable, et qu elle depend

:#- largement de’ 1a comp051t10n du mllleu 1n1t1al de culture

S

Lt absence d'act1v1te llpa51que d'A01netobacter 016

z', milieu synthethue (tableau no. ll), n' eét pas un caractere ex—‘

sur un

clusif a cette bacterle, Alford eL Plerce‘(lOS) ont montreh'. B

- b

@ﬁe le meme heno éne av ?seudOmonas fluorescens. Ces
P f‘ e;

‘;{‘ felts renforg;ssent 1! 1dee, qu 11 est aleatOLre de recherchernlu

ikflvib\ llpolythue des mlcroorganlsmes sur un seul mxlleu°

"

¢

" cette recherche do;t etre falte sur pl gleurs tYPE\&éG.mllleux}'" g

ifféren- ° - ..

-

© et ceci. d autant plus, que L’ on de51re & abllr des

organlsmes. La productlon prathuement nu 1e de llpase par .

T Aclnetobacter 016' en presence at ac1des amlnes et de vltaml— 36; '

..:nes, Lalsse penser, que peut—etre ceftalns dl ou poly=- peptldes
sont necessalrespour la synthese derl'enzyme.| Cette néce551te;j:
,a eté mlse en év1dence pour la synthese de.certalﬁes enzymes-‘lliﬁ\f?
ﬁlnSl pour la sxnthese de son’ lnvertsse, Sacchdromyces fra- ! o
7 )

oLt L . S .
e AR SRR
P Lo R .
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31115 a- besomn d un dlpeptlde cycllque (114) De meme,

'Jayko Gt‘ Llch5t81n (115) ont montré que chez Clostrldlum oo ;r

-

perfrlngens la synthése de 1a lé01th1nase est Augmentee par

"le glycyl L—asparaglne., La présence dans le milleu de cr01s—'

N - ".

sance. de substrat spéc1f1que stlmule tres souvent la pro~

ductlon ae l'enzyme qul attaque ces substrats., Cutchlns ch
al (108) oensent qu les llpases bacterlennes sont adaptatl- :“J
ves, et gque 1eur productlon'est stlmulee parJ&a préséhce de'

'11p1des comme somrce de ca;bone dans le mllleu de crOLSSance.

La llpase q! Acmnetobacter ! appgrait pas etre reellement une

enzyme adaptatlve, pu1:32/elle peut etre pro ulte en quantlte

tras 1mportante dans u 111eu depourvu ‘de cef composes o Pt

"'(mllleu peptoné a l'extralt de levure) Cep ndant Slerra

(109) reprend 1 hypothese emlse par Beebe et - Buxton en 1905
selon laquelle Pseudomonas aeruglnosa produlralt une forte j‘

-4

'quantlte de - llpldEa dans un mllleu depourvu de sucre et de p¥”

[

“Lqralsse mnlS contenant des protelnes comme 1e mllleu peptone

lou le bouillon nutrltlf Cet auteur pense que des llpldes = §“ _
'sont elabores au debut e la phase de cr01ssance, qu 'ils. sont7- Y
rejetés dans le mllleu et llS pourralent 1ndu1re la productlon

de la llpase su cours de la cr01ssance. Cette hypothese pour—'r

rait etre egalement valable pour AC1netobacter 016’ car on I 'iﬂsi‘

't:ouve des llpldes ylus ou m01ns fortement lles a‘la llpase
: IChapltre VI) S -xu; . "”f . f ;1? .-';j: o

?:~‘De plus, 1a presence dg trlbutyrlne a 0 l% dans le. mllfbu h

de cr01ssance (tableau 13) Stlmule legerement la productlonfm R

_deela llpase d Ac1netobacter 0 16+ Tfls corrélaelvement la Lo

f.degrad tion- de ce substrat en‘ac1des gras joye ftn role sur el

¢

\ [ o

. R B s, . . e, . P
: 4 ! . . . ‘ " B . E Te, ¥
. T [ ar o e o ' LA ! ¢ - n
. L é ) . . s L T v ) . e a , - Y .
e g e N . : . . .

‘f'lh stablllsatloﬁiﬂu pH t/pglsque_le‘lelnﬁluenoe.eusel lar
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productlon de l'enzyme,(tableau no. 14), 11 est trés dlffl-lf - gl

-

. .
* e

' c1le de déflnlr le r61e exact Joué par la tflbutyrlne. LT
- . . '|. o S " . . ’

Flnalement la*productlon optlmale de llpase chez Acine- Cot

, tobacter 0 6 est obtenue apres 3 jours d'lncubatlon a~20 C, v
lsans agltatlon, dans un mlllequgg;ene a 2ﬁ,add1tlonne d e;;h :
tralt de levure (0 15% ayant un pH 1n1t1a1 de 6.6. ,J '-’"ﬁ;;‘ N
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73 ‘ De nombreux arguments plaldent en fayeur de‘la nature o
S " .
”-proteldlque de toutes les enzyméé. Les methodes de prepara-'-'. Yo

'.fh tlon et de purlflcatlon des e42ymes sont donc calquees ;;r _?_~Tjt}*

- $Lfcelles des protelnéE lorsqu éﬁles sogﬁ solubles, on appll— l ' Kf:

;ii;_que 1 s technlques.de prec;pléatlons fract*pngees par les.: ; ‘quf
s seLs ﬂL les solvants orgap&ques, d'électrd?horese, q’' absorp_.‘;gyw
.-_‘6" ! RN . . R

‘tlon, £ de chFomatogrthle. Tt 'Jf B EEEAES
_;\'2 ' , ﬂa pluPaﬁk des l;r;ses mlcrobiennes sont exocellulaxres

P%)
] J e Y ¢
' ~ PR EA

?;J-donc apres la cr01ssance du mlcroorganlsme\aan\\des condl—_‘;wh

‘itlons qu favorlsent la proﬁuct;on de sa 11pase, Eﬁé\centrl;l;f J'f=7
ffugab&én per&ettcawl ellm;natlen des ;ellules,_ll.eon;ient §~;\ L
;alors de r%dulre 1le éolume ‘du- surségéant, c' est‘a dire Eé. | éﬂf?

‘{T ]conceAtrér 1 ehzyﬁe, 1 ‘p1us1eurs procedes pe ve’#iﬁtré;#t¥r ) \:‘
’ ljllses. : l "'1' :}H..;., “_;;\ : :Myhuf E%%} | ,iJ? a :k
: .o S e SR 4 e -‘;1— SR
-‘;f,?“f’l- ! u&fraflltratlon Eﬂ trévéré‘a'un msmbrane de COl_;;Lﬁ'tii'

L ;lodlén, sous pre551on negat}ve (v1de _" “  pxe551on pGSL- l:: :'
:}i tlve (céugant &'azote) si let l;qurde est flltre trés ff!_:i:/:{.f;

i
1 L]

o A .

_— o . e byoa

L

‘{”h'le nlus souvent le lqu}de cqncentre dev1ent tréé slrupeux,;;

T'rapldement 1es pertes Q}éét1Vlté\sont mlnlmlsees (74), mais -.f?;,'\
T
v " vV

;‘ et la perte d actlvit peué etre grande (74) Ce procedé a T PR
’ _ete u&&llse par Hend son (74) e- par Mencher et |Alford ,"_:? o
. “ -‘; ( !,.-' . r.. " ~ . ‘u . .“(

. . : 4 .. H .\. \' ' . . N ,' . \ . . .
. i 2' , ' . ' > - v e

0ot - t . ’ - ' « o .
‘, - oW . 4 ' 5 - : ' o ° . a “ ' .
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RN
E e2- La pré01p1tatlon par le sulfate d'ammohlum, en utl-
|
j,llsant 1e monogramme de Dixon . (116)

-

Les concentra 1ons em-'
j ployees varlenf su1Vant 1 en2yme étudlee, Ha551ng (37) avec
- CorYDEbaCterlum Nnes. et ﬂu (40)- avec Pseudomonas fragi

AN
utilisent une saturatlon a 60%, alors qu'une saturatlo

40% es‘“sufflsante é%Pr la préc1p1tat10n de da llpase
. \

—
>>‘ Pseudomonas—mephltlca (32).,.

, "
-~

“‘“ﬂr—ce%le_du_Mucor (44),
dﬁégf\i Khan (33) 11 sature- &

R
d 50%. le sufnageant d’ ﬁchromp-
bacter Irpgkytlcum. . :

. |
3_

\ ion par les solvants organlques.n La—
boureur et Labrousse (ll '

B
»
. N M
~

_ S e
arrhlzus par 1 acétone.

Le méme solVaﬁt\egt utllise par
\\\
Kosugl (32) pour l enzﬁme\ge Pseudomonas m_Ehlth

wChorvath
(34) prefére utlllser l‘éthanol, our concentrer la 11;223\8
Leptospira. T

4=

. .
e

La lyophlllsatlon, ce procéde gui cons;ste en une
A -

de551catlon sous v1de a 1 état congele, ‘par- subllmat

Y -

]

de =
l 'eau, a ete employée par Peters eﬁ Nelson pour 1a llpase

de Mgcotorula lxpolytlca (118) et par anﬁelsteln et al .

. ’ \ :
pour Pseudomonas aeruglnosa ’(38)
—

S~
A~
Tres souvent

cette tech-
ue n est utlllsee que secondalrement c % t a dlre, apres

pne premlere reductloh ‘du veolume par les methmdes décrltes/
A el dessus' '(Alford et Mencheg 35)»

I1 est a noter que certalns des procédés prealablement
)

decrlts, tout en permettant la concentratlon de 1°' enzyme,

A

t

sont deja uas étape de purlflcatzon partlelle, c est notam—

T

4
i . -
- . -
-
- -

¢ ment le cas-des prec1p1tat10ns fractlonnees par , les sels ou

.
.



—». ., ‘ ‘ i} ."-“_ / T "-. ‘0 ' ;
NG ihal oo
par lesr501vants, pulsqu une part

purlflcatlon est poursu1v1e par 1

qar une chromatographle sur’ re31nes ou sur celluloses substl—

Q

. tuges echangeuses d'lons, qul pErmettent d'absorber des

melanqgg,qu uanolvant convenabie

F— .
de sc1nde;/le‘mélange en. ses“arffereﬁes—const&EHEEEE_fEEEfiE:

lrs sepafément,-a llalde dﬂun'col

_____

deplaces.ii r.-._./ L, i:' ;\\

‘

-

a permls de vulgarlser ha flltrat
un procedé couramment utlllsé au

er et separer les molécules sulv

Le ge1~de olysaccharrve se pr

trldlmen51onnel dent\; ,or051té
bre de llalsqns croisées que l'en

dans'la.molécule; Uﬁ degré &levé

o

¥\\“\\

\,.)

2]00 3 5000) Un faible degre de

‘oléculalres de 5

‘leé_molécufes trave nt la colo

“\

zyme éﬁﬁdlée), 3t non toutes les protéines sont préC1p1te
;

ie des protélnes (dont 1 en-

es.

\
-pas . sufflsantes, elles \“x
[

a flltratlon sur gel ou o -
*_.-/ . T ’
elue.‘ Elles permettent o

. 6 . .. CR i
' . f‘--~hr
lecteur de fractions auto-; .= ' )

e

~—l

L apparition’ enw3959 d un dextrane modlflé le.sephadex,:

ion sur gel et d'en faire -~ - -

1aboratolre, pour fractlon-‘
ant leur tallle moleculalre.
esente comme un, assemblage

est condltlonnée par le nom-

ifntroduit artif1c1ellement

““-o.‘;' \ . . ’
de'1ia£50ns‘craisées'donne'

\ﬁ.___ \\‘

et 1\1

sephadex G25, adapté aux tallles molécuialres de 1’ordre de

~11alsons cr01sées COhdUlt

.(exemple. sephadex G200

000 a 200000) _ Sur ces- gels;,’:;“

ne vertrpale aes V1tesses',

cules mlgrent rapldement et

' ﬁ1v1es d'autxes étapes de purlflcatlon.’ La - o
‘—-—.___ -

y .
une- structure compacte avec ufe falble por051té (exempieizf\\\\\

""*-.,'

..



sont. exclues les premléres., Lonsque toutes les molecules de

1 échantLllon ont été eluées de la colon e, celle—c1 peut

-

étre, utlllsée a nouveau pour une auts uexperience, grdce &

?% regenératlon automathue du gel

T,-——m~«£awreﬂeeT—EI¥er et. Relte;/(zo) ont utlllse succe551ve-.

.

ment,,les gels de sephadex GISEHEE\GQGO_pour purlflbr les
\\

11pases de Pseudomonas fragl, et de Mlcrococcus\freudenrel— | -0t

chll. Hen@erSon (42) obtlent ‘1a lgpase d!' Anaerov1brlo ;xgo—;lp : ',

-

thca,\grapdement purlilée apres un passage sur sepisaex ' ? o

100" o - ' o ~
..‘*—-—__

.. ... “Ea chromatographle par echange dr 1ons con51ste i/ﬁqui—f 3

“-‘_T**—-

—‘__“"——_
‘\—‘—\.
llbrer un sollde 1onlse avet l~eon cont;alre, lequel/sera
. . ~ ‘\‘\‘“4‘_“;_ }/
.'*‘echange plus ou m01ns b1en ou: plus ou moins Vlfé%&veqﬂgﬂi

e

"molecules 1onlsees que ‘1ton se propose de chrOmatographlen.

fOn peut -3 adresser a des échangeurs d‘anlons ou de catlons,
: modlfler le pH et la force 16n’oue du tampon - elutlon. De “J‘
'bons resultats ont ete obtenus avec C rtalns derlves 1on1quesl

de la cellulose et du sephadex. Un fract;onnement assez o &

- 73

. o

g o R
LY

"selectlf peut etre obtenu sur D. E. A E. cellulose ou dlethyl—

[

am1no-ethy1 cellulose, a pouv01r d échange anlonlque‘ Cette

methode a été utlllsﬁe avec succés pour la-purlflcatlon de

. ce¥taines llpases pancréathues (121), mals le plus souvent :
.elﬁzese trouve assqplée avec un. autre procédé de purlflcatlon

:ﬂﬁﬂ_ co sephadex GlOO ou-G200 C'est alnsl qu. ont eté purlflees' :

L e T )
T g
lesilxp\\es de. Pseudomonas fragl (40) et de Staphylococcus

aureus (fIgy,_' énchér ot Alford Q35) ont prefere a ce sup*-

port un échangeu‘“d! k . -E.A.E. se-"—

-

’



,Phﬁdei} pouripuiifierﬁla'llpagg de- Pseuaomonas fragl.'; .

. D autres  types d'échangeurs d'lons ont éte essayes-en

L— - p .
- !

partlcullerggyec—les llpases fonglquesu qu llpases de . v
Rhlzopus grrhlzus (117) sont ChrOmatOgraphléesvsur une re“ : 1

.Slne de’ XE64’ celles deé Mucor 1§vanlcus (120) sont absorbees

sur carboxy—méthyl cellq}ose. L )

m”;, o Il arrlve fréquemment,_que 1es méthodes de purlflcatlon

entralnent une dlmlnutibn de l act1v1té de 1 enzyme, l’enzyme‘

-

est d'autant plus fraglle, qu elle est plus pureh Avec

v

/ o
Pseudomonas fraql, Mencher et Alford (35} refrouve 18% . .
N .
de 1 act1v1te, 1 act1v1te speplflque egt de 925 unlte/mg'ﬂfﬂ.

de protelne (l unlte llpase est la quantlte d'enzyme'qui
N, =

11bere_1fu mole d'adlde gras d une suSpensrq\ de lard a QO%.~4H

-

en-l mlnute-a C), ce qul représenﬂe une enzyme purlﬁlee

100 £01s par'rapport a l'echantlflon 1n1t1a1 La 11pase

d Anaeratlbrlo llpolytlca (74) en dep:t ar une perte 1mpor—'

“-.-.~ \

'tante d'act1v1§g (95%), est purlflee une’ trentalne de fo;s.

Quant- & Sarda.et coll (121), 1leont pd%lfle la llpase pan—n

creathue de porc 135 f01s, 115 ont“obtenu une act1v1te spe-':
01f1que de 7000 unltes llpase NeN unlté llpase est exprlmaaen

o qulv/mln et par mg ‘de protelne), _et.récupére_35% de

1'activité lnltlale. P o | l

. -
o - N

Enfln, 1 act1v1té d une enzyme-est augmentée ou dlmlnuee
. 14 . s
‘par de‘nombreux effecteursg les fracjlonnements et les dl- A?.
verses chromatographles peuvent donc modifier 1! activité en -

ellmlnant les effecteurs qul accompagnalent 1'enzyme.; Wllls.”“~'

(122) a montre que 1a présence d'lOnS cal :

‘_‘,,..

- - f to . .



'siabien"que-ﬁéﬁfencé,_F

er ef; Relter (20), de meme que v

,.sa:daJetfsll (121) ajou ent du chlorure de calcium ou du
d

" thlorure- magné51um dans\‘ P

pancéréatique.

. -
..

L. Ieolemenf et purifieation e"la;lipaeeKa'Acihefbbacter 016;-

e e Tt o

.La bacterle est lncubée a 20 C sans, agitation, dans -un - -Q*—;%-;
mllleU‘peptone a 2% adﬁ*tionnd de 0 5% @ extralt de levure

.—__/
apH 6. 6. Apres 80 90 heqiés ar 1neubatlon, les cellules

_/

'sont ellmlnees du su?nageant par une centrlfugatlon a: 22000 g

pendant 20 m1nutes'f’4 C. L'enzyme est alors concentrée.
l .

TOutes les etapes ultefisﬂ;es dgrconcentratlon et de purlfl-

catlon seront condultes 3 4 C. L'act1v1te sera dosée dans
. la plupa!t des cas par la méthode colprlmetrlque ‘de - Nachlas
>" ' Tet Seligman (chap. II), et éTle sera évaere‘Rar heure a =

’ 2 K

l -

'l)' Concentratlon de 1 enzyme S ﬂ.‘i . s

Un premler essal par ultraflltration au travene d'une

L - L)

"membrane de collodlqn sous une p¥e5s1on p031tive 4a' dﬁote,

s est révele peu satlsfalsant. En'eﬁfet, le 11qulde oncen-

'ocede pour des quant;tés 1mportahtes de 11qu1de hous

amen” a abandonner cette technlque, et a opter pour la pr‘-_ ;affﬁff’#

T

Afln de da quelle concentrat“on de Sulfate a' am\

. , .
L g . i [ ]
\

pbnium éSt,la pluE,ﬁavorable a la préc;glt f;oq de‘l'en;yme%

Y -

-différents poureentages de-ce-combos%/yégz;'joutée 3 diverees A
. R . . ". ‘ .‘_"\\ ..'/



B P \ L T

R A A T
_ fractlons ayant le meme vol e, et provena t’du meme su‘ﬁ}&\.

_ geant. Toutes ces sélutlo sont agltées dras doucemént

avec un agltateur magnéthu pendant uhe nul : Chaque solu-
.'tlon est alors centrlfugée 5 22000 g pendant 3 mlz\tes.

4

'_Apres un‘a dlalyse d'une nult, 1 act1v1te est alo s dosée,

ﬁPlt dans le surnageant 301t dansyIE*e\lot,ou dans les dedx f-k LN

. ! \ ¥ L
3 la fois. ! Lo . |

. lés essals (tableau no.\15)-reallses‘ave¢ TNH

_;sature A 30, 40, 50 "60% montrent que toute l'act1v1té ! ."

\ f: s'rnagegnt n' est pas préc1pitee 3 30 et a 40% de saturat1 n,)

sdtdration a.SQ;ou a 60%. Pour trancher entre ces deux con-

. ‘fce trations, et établlr quel pourcentage de (NH est

4’2 4_

ad 1ent de 1° ‘activité au niveau des préc1p1tés (tableau

16).. Dansales deux cas 1'act1V1te perdue est relatlve- ) -

.,;;

-

ment elevee, 501t 70% our la preCLpltatlon a 50% de satura~ 'k' L0

wtlon, et 85% pour cell E 60% de saturatlon.' Henderson (74) . C

obtlent des” éhlffres c mparables avec Anaerov1 rlo 11p01y~ . ;l

- tlca, ‘La perte etant 1us falble pou; une preclnltatlon avec
- .

sature a 50%, cette proportlon sera utlllsee pour

T

S (NH4)2 4

concentrer la llpase ar Ac1netobacter 016 dans les p;ochaines ‘

SO

; . - ) R
» . ' ' . ) . o '..\
expériences. . . o : A

e
Y

[

Notons que dans certal [exPériences,[notamment«en-prév

sence 4! un volume 1mportant de surnageant, ;1 a &té neces— .

v

salre de reprec1p1ter aans "les mémes condltlons, 1 enzyme

obtenue aprés une " premlére préc1p1tat10n par (Nﬂé) 4' afln“

@ -
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deﬂrédulre 1e plus 90551bleﬂle volume (tableau no. 17) 11 . o
é%;ircqgstate cependant que cette deuxléme precmpltatlon "'.J,"jf

entraine une nouvelle perte d'act1v1té de l'ordre de 10, a

-

actlwite spec1f1que et sur;

12%; perte qu1 se repercute sur 1'

1e, degre de. purlflcatlon obtenues dans 1es étapes sulvantea

Apres cette constatatlon, dans la mesure. du p0531b1e, la

s

.concentratlon de l'enzyme sera réallsée par une seule pré \

-

d'éluat sont testées.pour 1eur activité. llpaSlque et 1eur

.(une.o(‘ﬁeux f01s), aprés a,01r été redlssout dans 1e plus

01p1tat10n par le sulfate d'ammonlum sature-a 50%. _ _
. N ‘ N /

2) Purlflcatlon de 1a ﬁlpase

a¥ Sur. sephadex G200*9u G100

1 ﬁ. ‘précipi )
Le culot provenant e ha pre01p1tat10n par (NH XQH~\4' Ce

s

petit volume ‘possible ‘d'une solutlon contenant 0.2 M de bﬁ\‘\'u~
NaCl et 0. 025 M de MgCl, & PH 5 7 est dlalyse une nult-

p—_s

dans de l eau. dlstlllee 3 4 °c. L'echantlllon est alors ap-

v

pllqué sur la colonne f_ adex (le mo le—de preparatlon des

colonnes a etg decrlt dans le chap II) : Pour une colonne. . ﬂ”'l
de 2.8 cm de dlamet;e et de 40 om de 1ongueur, la quantlte
d'echantlllon appllqué est de 4 § 6 ml ayan; une_teneur pro-
telque de 25 a 50 mg Lt elutlon,par unefeolution'dé'NaC1 K

.
'

(0. 2 M) . et de MgCl (0. PZS M) & pH 6.8, se fait a v1tesse

2 _
constante 301ﬁ 20 a ZSbﬁi par heure, les fractions récoltées .
ont un volume de 5 2 ml. ‘Dés leur récuperatlon, 1es fractlons .

teneur protelque (flg no. lO-dans ce cas 11 y a eu deux

- .

: <prec1p1tatlons succe551ves (v01re le tableau no.. 17)

Sur sephadex G

200, le dlagramme'T¥tgv_no. 10) montre que

F
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la llpase est excluesulvant deux plcs. Le Premler etant ‘1_H;3_
.-beau.oup plus actlf que le seoona La llpase.se comporte :ﬁ o
R Lo r . - -: /

do ‘e.unéfsubstaﬁce déiﬁrés haut‘peids mQ1éeulaire,-

- elle est‘

ae”ia cojionn Ce volume de 70 ml a été evalue avec/le bleu P
ot /
polysaccharlde dejﬁéut P01ds~moleculaire., e

dextrane

I

;deuxleme plc de m01ndr£-1mportance cgrrespond au deuxléme

volume mort de la coionne Lawrenpe Fryer et Relter 220)
obtlennent egalement deux plcs au cours des purlficatlons'

‘des llpases de Pseudomonas fragl et de Mlcrococcus freuden—” v
—~

lrEIChli sur sephadex G200 e | _ R - o

/hvec sephadex Gyg0¢ tout comme avec G200’ 1'activité

I

'frecuperee apres le passage sur 1a colonne est le double de. _
. ~
1 aFt1v1té appllquée (tableau o, 18), cependant le degré’

‘_Jde purlflcatlon est deux fois. m01ndre sur GlOO’ La encoge,
la 11pase est eld@e en grande partle dans le’ premxer volqgé
: ¢ o o Al
A mort de la co}onne. : S

r

b) Sur dlethyi—amlno—éthyl-cellulose QEJD;E.A.E\

;fcellulose (prodult Slgma)

L0

[ - e

Les fractlons les plus actlves provenant du premler plc

de sephadex G

sont concentrées et d1alysees contre le
~3

200

:7‘_ tampon-trls‘(5 x 107" M) et MgClz (3 x 10 fM) PH 7 5 : e

- qui sert également g l'équlllbratlon de 1ﬁf/blonne de D. E A E.

cellulosea Ces deux operatlons de concentratlon et de dia-

o - a

lyse p:ovoquent une perte 1mportante d'act1v1te.‘ ePour 20 ml

v / "'/‘l

"activité passe fe/gﬂ/a 17.5, s01t une per?e_

de 70%. - ' .|' o a »;//{‘g o :“f",. . - J:Tl'f

‘6 fois,

,_/
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\

rejete . par peﬁre 5 35 C) est\ 11qué surune colonne de .'. - L

. B
- Y

1ongueur. ' 'élutlon par dlfférentes conceﬁtratlons de chlo- L

+ »

rure ‘de sodlum (de 0 05 ‘ I M) repartles dans le tampon AN

» A

i %xls MgClz,.n exclue aucune Tractlon.llpaglque de la colonne'

- [} » !

N enzghe n est cependant pqs de{tulte, pulsque le contenu'

ﬂe la colonne 1ncube en présenc *dé: naphtYl laurate révale. - .4/
gy . a . : . . ,-' .
. ‘une tres forte act1v1t€ _p .o '

A . S “'.-—-‘;—‘"'-"!4-' e

D1verses 1nvest1gatlon5vont éte poursu\yres au nlveau

du gel et dell enzyme. .Dans Lg premler cas, l'absence ou o .
< .
le tréltggfnt de l'echangeur anlonlque (12 ) par l ac1de

Ahiorhydrlquaét 1 hydroxyde de&?oude, 1! augmentatlon ou:

tLT -] d B '
. vement :ne modifient en r1en les Zésultats precédemment

.l abalssement du du tampon trls MgCl a '8 et 7 respectl-

»

\ L '--‘ .
obtenus- l enzyme reste absorbée ur 1e dlethyl gm!ﬁo—ﬁthylw -
cellulose. o 'a/' . g ;”», <L el

Dans Une deuxléme serie a! essals, l'echantlllon enzyma— oo

.
. " . -

\thue est, tralté avec un detergent le trlton xiOO (ou alky—

1

laryl polyether alcohol),=composé utlllse‘trés souvent pour
Isolublllser l;;“hembranes. Les résultats (tableau ne. 19)

montrent une augmentatlon de ! act1v1te de 1a solutlon enzy- v
- 1t =" L o

}-matxque en présence de trlton xlOG’: A prlorl ce. détergent

péut aglr a deux nlveaux dlfférents, soat au nlveau de l'en- R

. . N e

Zyme en la llbefant des molécules etrangéres qui sont llées t;,_»
Gt

ou assocmees a elle, 501t au niveau du substrat en favorlsant

¥ . LA N ' * . h
—_



' Tableau no. 19‘- Actlon du trlton,xloo sur 1a llpase

. partlellement purlflée (Sephadex G

‘ ) . " ‘Jlly_-_ . . h 290.) - ‘. . ) .L-J:‘.
T o .\f : ’ 2 KRS
Solution enzymatique - .. temps . ¢ . Act1v1té/ml a |
+ Lo e e
“Triton xlOO (%tage ) “d'inbubation ' . 37% Ear heure R A'
du trlton) o .. . en mlnute a 0 C"(Naphtyl 1aurate)
S %

f N oL

. _________|___._,7‘_1. .

s

.'\ b : . . . [ B o o '
SR SR a - o L/ 0.84. v
Echantillon'seul - - .. ., .°® - S -
e L o 80 © o o.84 N

' . - Cd

a  Echt + Triton Xido'_ ". : 405 , 5;, 1,69 L .’ . .

1l
o
0
op

PR T o I Vo an Y T ' o

: » . 40 - - 1.33 -
-‘.-l ' | | 80 ’ .-.‘. ‘ 1-49 S Y .-

E

. Activité doséesuivant la méthode de Nachlas et .Seiigmaﬁ-

".(Chap. IT). : o . St '. L ' N - o ;n
y - e, e e | - .
Ech, = #&chantillon ' . . SR S \ -l

»




‘sa solublllté.

e ’ Un échant11 -nthatique de 4 ml est tralté avec du .

]

trlton XIOO’ puis,’ applliué a une . colonne de D E. A E. cellu—"

lose“équlllbree avec 1e tampcn Trls (5 x 10" M) et Mgc12

(3 x 10~ M) E pH 7. 5. 'élutlonﬁpar dlfférentes-concentra-
£ )
tlons de chlorure de sqglum répartl dans le tampon trls

° -t
MgClz, permet a-' obtenlr un pit’ llpa51que qul est exclu avec

Q -le tampon sans chlorure de sodlum, ainsi la solutlon enzyma-

thue traltée par le triton. xlOO‘a est pas absorbee sur /’“\

e 1'echangeur anlonlque. Par contnEJ—d autreS"prahélnes sont - .°

"\
) retenues, et elles ne sortent que pour des molarltes de Lk
, . N [} -

chlorure de sodlqm-de .1 ou de .3. La purlfl ation est amé-

P L

]liorée-(tabléau ho: 20), et 50% a 60% de l‘act1v1te appliquee

: sont exclus de Ia colonne, ce qul 1nd1que gu’'une. partlemge
e ' \
1 enzyme reste attachée a l'echangeur d'lons, méme aprés une

- elut;qn avee 1 M de Nac%;j/%i 1'échangeui anionique eét ingu~

bé avec le naphtyl laurate, une act1v1te est déteqtée. Lfinr: N
troduc?;dg/:‘une molécule etrangere, 1e trlton X

100; auprés o

. de la 11pase rend l'etude de cette dernleré p0551ble, mals

compllque la pur1f1ca€lon. -'_' 'l, | : ~.-".

T,

c) Sur dlethyl amino- ethyl—sephadex = D.E.A.E.:se-
_phqdex (prodult Slgma) o L ' _ "rf .

L'echangeur anlonlque est 8quilibré avec le tampon trlj/

(5 X ;0 M) et MgCl (3 x 10— ) 3 pH 7.5. Un echantlllon de.

-5 ml contenanﬁ 2,375 mg de protélnes, provenant d une pre—

v
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par, 15 cm de-iongueur. L'élutlon se falt 4 ‘une faqon dls— S

—_— .

contlnue en. employant 1e meme tampon que pour l'equlllbratlon

de la colonne ‘auquel on ajoute gu chlorure de sodium i
" molarlté cr01ssante;f Un premler pic de trés falble actl-.
Cvité (0 .42) est exclu a une molarlté de NaCl de 0. 3 Le 3; T
.deuxleme plc posséde une forte act1v1té 11pa31que (8. 8),
i1’ est llbéré par 0.4 M de’ NaCl. L'act1v1té spé01f1que et ;

le degré de pur;flcatlon obtenu dans re. dernler cas sont .ﬂ‘g‘ o

donnés dans le tableau no..21, L act1v1te llberee de 1a

-

YA

colonne est voisine de 45%.
-&V Enfln dans une dernlere sérle d essels, les acttv1tés o i

llpa51que et estera51que ont été recherchee551multanement au591 |

blen dans l‘echantlllon placé sur la colonne de D. E A E. - W,‘ %§!
“sephadex que dans 1es plcs elués de cette dernlére. Les o %%

resultats {tableau no. 22}). mettent en év1denee 1 existence

de’3 pics doués’d'une acthlté estéraslque plus Ou moins
&intense., Le ptemler'plc exclu avec 0 3 M de Naﬂl, possede

1! act1v1térestéra51que la plus forte, ce méme pic posséde

_une trés 1légére act1v1te 11pa51que. 'gnversement le deux1eme

-plc est dou& 'd'une forté ‘activits llpa51que, et son activité J‘ e

estera51que est trés falble; . Enfin le trdlsléme pic- élué

Y

par 0.5 M de NaCl ne possede que 1° act1v1té estérasmque.'

i
|
I

V‘: d) Essals de:vérlflcatlon de 1'état de purete desﬂ ’

échahtlllons provenant delsephadex G200 et,de-D.E.A.Ea se~

) -

. phadex. Le plus souvont on‘utilise deux méthodes: lﬁultre-

centrlfugatlon et 1 élect:pphorése. . ‘ S \\\

o
Dans le cas de l'ultracentrlfugatlon deux essals ont été

1 - . - - o -,
" - . . x

' . P ) . . .

- . - ) B o . ) e |
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Teffectués avec les. fractlons provenant de sephadex G200' N
}-'/

Les fractions sont concentrées (2 mg de protelnes par ml de/

* f

solutlon de NaCl 0. 2 M et MgCl2 0. 025 M) et elles sont cen-

)

g trlfugees a 58000 R. P M. & 20% dans une. ultracentrlfugeuse St

. of

"\./".
,Beckmgn modé&le E. Lorsque la v1tesse maxlmum a eégfgttelnte,

des photbgraphles\son prlsesatoutes les 8 mlnutes- ces photo-u‘ f“,;:

| graphles ont reVelé E?exlstence de 3 ondes, dont 2 mlgrent |
tres rapldement, alnrs qué\la tr0151éme est- beaucoup plus

unlente. Ces - falts ont démontre I*hetérogénélté de 1'échantil-
lon provenant de sephadex G200' ce quis n' avalt pas pu etre

demontré par une electrophofese ordlnalre.
Les’ gels de polyacrylamlde transparents sont 4a! e§cel—
ﬂfients supports electrOphoréthues et permettent d'obtenlr
‘une résolutlon tres flne.' | J

S 12 e1ect;cphoxése_slmplg_igg_ . II) apres la coloratlon

des protélnes ‘par le noir ‘amide, revéle la presence d'une

L]

;-seule bahde qu1 mlgre trés lentement- cependant une partie'

e

1mportante des protélnes (D 100 mg par gel) appllquees au:s -

sommet du gel ne pénétre pas dans le gel et reste a la

',.:

surface de ce dernler (fig. no. ll) ) Les mémes observatlons

sont faltes ({ 1g. no. le) lorsque les gels sont 1ncubes en
\\ / ‘,.a

présence de naphtyl 14?22;;K2?ur 1a detectlon de la llpase L
(chab. II) Que la con ration du,gel 501t abaisséede 7 &

5 5%, que le tampon borate (éblde borlque 7 2 g/l + - borate

., de” sodlum 15.75 g/l} 501t remplacé par. un tampon glyc1ne ou

.un tampon au phosphate de sodlum, ne modlfle en rien les
l " . \

~.2

resultats obtenus. I1. est probable que cette absence de-mobl—

~
<

' ‘a .
e : a
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“:mll = Electrophorése sur gel de POlyacrylamlde

: .:T‘y ord naire . (a) et (b), en pnésencd de $.D.8
T (c) t(d) | . -

Cosmow bl e

ngo. " Qudntité de prot&ines

F,appllquées 0, LOO mg par gel._ Mls en év1dence des protélnes
(a), mlse en &videncé dg 1'act1vz é (b)
-vers le bas.n-f'" T

" L , (=N

‘Mlgxatlon-deinagm

(C)

e

3

ow

. Echaﬁtlllon pro enant de
sephadex Goo0¥ quant;té'
pProtéines 0,080 mg

.ii'Echantlllon provenant de® -
. ’ ‘ D..E.,A.E. Sepbad_ex.
5dé‘pfo£éines;0,050”mg pat gel.

Quantlté



LA m— e
llte prov1ent de la présence des molécules non Protélques‘

B

aSSOCIéeS aux molécules protélques. Ha351ng ‘en 1971 637)

—_

£
a rendhntré‘les memes dlfflcultés avec 1a llpase de chxw

nebacterium acnes purlflée sur sephadex

100 ll, )
Le traltement de l'échantlllon 3 analyser par du S.D.S.

t

w(Sodlum Dodecyl sulfate) et son electrophorése'sur un, gel de
polyatrylamide. contenant ce composé (m&thode décrlte par
3

Weber et osborn.(79)) permettent.dJobserver la moblllté
‘).des protélnes, malheureusement 1! act1v1té lipasique est
detrulte aprés un- tel traltement Lﬁdg“\trophorései dans

les cogdltlons decrltes c1-dessus, du matériel pfovenent de

sephadek éébo ontre 1 exlste ce .de plu51eurs bandes dont 4,

plus 1mportantes que les: autres (flg. Ep. ll) Le méme
’ <.
traltement effectué sur. le pic llpa51que majeur exclu de

U

D E.A.E.' sephadex permet de détecter la presence de 3 bandes.

e .
L' electr0phorese smmultanee des echantlllons et de: pro téines .

'standard de p01ds moleculalre connu, a permls de determiner :
. ./

’épprox1mat1vement le/p01ds moleculalre des 3 bandes 301t 34

i 35000, 42 3 43000, et 49 a 50000. 11 apparait donc que :

'meme aprés purlflcatlon.c:;’fthadex G20b et sur D.E.AlE;-
. . ‘ " . .

sephadeg, l'&chantillon ashgue n est pas homogene.

.3) Dlscu531on o 3

Les méthodes de:purf?iﬁetlon entrézyenghg;es ouvent

. une dlmlnutlon de l'act1v1té enzymathue, ainsi - la premlere

-~

. €tape de concentratlon et de purlflcatlon partlelle de 1

~

‘| 1ipase d Aglgetobacxgr 016 ‘par le sulfate d ammonldw\tiit
nit

accompagnee d'une perte . 1mportante de l'act1v1te i .
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.,~501t 70%. Cependant, 1 enZyme reprgggntée par l'actrv1té
des- 30% restants,lest totalement préc1p1tée par (NH4)2 4 -
‘ saturé a 50%. Les pertes 3ont probablement dues '3 1a .
techmrigque- utlllsée, ef'non pas a 1a présence d une autra‘
enzyme la protélnasa- commb l'ont démontré Mencher at Alforq

(35) et Lawrgnce Fry r et- Relter (20) la protélnase pré-'

sente dans 1 extralt la llpase de  Pseudomonas frag1

estftesponsable dﬂuns paptle des pertes,de.l'act1v1té.‘ "

Acinetobacter 0l6 cultivé’sur'un'milieu gelosé au, lait,

;se daveloppe trés lentement et ne provoque pas . 1 hydrolyse

. du’ lahb) donc 1a bactérle semble depourvue de protelnase.
. 1 ) .\,,- .

Sur les colonnes dersephadex G100 et 6200' le degre
_ de’ purlflcagion augmente tres‘forteméht, et dans les deux
. cas 1 act1V1té recupéree i la. sbrtle de la colonne est

: supérleure &1 act;VLté appllquée au sommet de cette coloune‘

__/ .

"(tableau no.--18). Cette augmentation de.l act1v1te pourralt
J

s explmquer par la. rétentlon de contamlnants de falble

p01ds.molécu1a1re qﬁl pourralent lnhlber ou, détrulre l'enzyme.

La llpase precapltée par le sulfate a' ammonlum est éluee

~de la colonne sephadex Gzoa suivant deux plcs. Le premier
. N

\‘-plc contenant la majeqéﬁ\partle de 1°' act1v1te se comporte

£

comme un composé de trés haut p01ds moléculalre._ Toutefois }
v, -

‘_une magratlon aUSSl raplde de cette fraction lipasrque sur

'SePhadex G semble manlfestement anormale. On peut donc

200

emettre les hypothéses que la llpase apres sa pre01p1tat10n

i o . .

Par le sulfate d'ammonlum est polymérlsee, ou mieux encore,
4

qu elle a contracté ‘une assoc1atlon plusfdu moins stable,
’t_ _,——.. . . g . . .‘ . _ s



PSS T ML N

1)

SO C C L. o
avec d'autreS'molécules;- Lawrence et al (2d) avec Pseudo— . —()

monas fragi et Mlcrococcus freudenrelchll, éwettent également

ces deux hypothéses pour expllquer la présence des deux plCS

rencontrés dans chaque cas, ce'

plcs correspo dent - des

& At

composés de” p01ds moléculalre de' 50000 pour e premler et

‘de 25000 pour le. second. Quant 5 Sarxda- et coll (121) 115 L
‘. o ( '
. ont 8btenu avec 1la llpase pancréathue de porc aprés un p#s-,

t-l

sage sur sephadex G200' une llpase “raplde“ d? haut p01ds'

' 'moleculaLre qu1 peut etre convertle en une forme lente par
. |

o

an traltement réputé pour 501nder les llpoproﬂelnes (121) e

- Cette, deux1éme hypothese d'une’ a55001atlon de la llpase

avec d autres moléCules es% sédulsante, elle nous est apparue

)

'Jcomme la plus probable par sur%e des dlfflcult%s rencontrées'v

' . | N

notamment avec la chromatographle sur D E. A E.}cellulose,

et la néce551té de'tralterl échantlllon avec un détergent

|
afln a' obtenlr son élutlon, et également par su&te de l 1m-

p0551b111té d'obtenir une bonne électrophorese5suf gel de

J

_ polyacrylamlde ordlnalre, c est a dlre sans le\traltement

°

par ie S.D. S.g De plus les dernlers travaux de|Henderson (/3) R
/ /

‘ont demontré tres clalrement que la 11pase da’ Anaerovlbrlo-"

llpolytlca qul ‘se compOrte sur sephadex 100 comme un compose .

l . * 3 . .

.de pclds moleculalre supérleur a 100000 est'assbcléeka des L
'.phosphollpldes. Donc, 11 reste a démontnarla valldlté.de Z;

.l'hypothese d'une assoczatlon de molecules 11p1d1ques a la
Cod
| lipase 4°' Ac1netobacter 016 Les fractlons concentrées pro—

~
: Venant de sephadex G200 ont - donc eté soumlses a une extractlon,5

llpldlque sulvant la méthode Bligh Et Dyer (GLI L.éChantlllon
,‘r .
\



C e Colonne. _ o -

- de llpldes (124) or

,[ ‘ - .-_-.' o { ‘;,I-T,. ' . R ' A i/ ‘
. 1191d1que récupéré est identrflé par chromatographja auy
couche mlnce de. Ei};ca gel Une fraction doa ltpidea @Mﬂ

tralts sont des llpldes‘Teutres, l'autre fractton corraa-

~pond & des phOSpholJ.pldes. Parmi ces derniora, (&:ux L.whean -

’ nt ete obtenues, dont le phosphatidyl glyc&rol Catte .
determlnatlon blen qu’' unlquement qualitativm, parmnt ta
conflrmer 1! hypothése émlse,et d eXpliquer loa ﬁghaun rnnr"'

e !

.dcontres avec l'électrophorése -sur gel de. polyacrylﬂmldn'

' ordlnalre, et avec la chromatographie sur 21&1 AR, c'nl’lu-v -

’lose, qu on-ne peut réaliser qu av, ej un Gc antl]]nn dﬁpnunvu |

T e,

- T o g
Le'traltement-de,ligéﬁgztlllon 1ipa31quc, avant, ou npraq '

..son passage surigfphadex GZOO' par 1! aﬁétone n' a nau pﬁrmlﬁ

a’ amellorer la purlflcatlon C L'utilisation combindﬁ d& dqux

'.solvants comme l[éther et l'éthano} provoque une purla d et

\

vité de 1! ordre de~75% Par slite, i1 a‘étﬂ impOﬁﬂlblﬁ e
:demontrer que Ia. 11pase; débarassée du matﬁricl Jipidjquﬁ

qui lui est plus ou m01ns fortement associ&, ot G]uﬂa dnnﬁ' -
"le deuxleme vnlume mort de 1a colonne de Bcphade/ 0?00, nL |

qu'elle correspond au deuxzéme pic d'activitﬁ &1uﬁ‘ﬂc "ﬁ’!ﬁ‘
.
La purlflcatlon sur, B. E.A.E. spphade/ n appﬁraih panu"'

Dlelnement satlsfalsante. Il est probablﬁ qU( le matﬁrinl
’lba51aue est toujours plus ou’ moins asaoﬁif % dqz lﬁpidng,
par sulte de 1 1390351b111tﬁ a' obtenir uns miqra*ion &lﬁﬂﬁrOx

I}

D.Z.2.E. sephadex, sur un gel dﬁ pﬂljaﬂrflaﬂiﬁﬁ oringlrs,

e

phor tigue des crotelnes issues du pic li(maiﬂ & ua-euriﬁ# .
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P23

o - "0' C '-..-,"6
De plus, contralrement au gel sephadex G
'quée au sommet de la bolonne p E
: b
llntegralement récupérée a 1a sortie de la colonneJ Les

200" 1 actlvité appll-'

\VE. sephadex n est pas

I -

e pertes sontf%‘élevées car leSlneSde 55 &’ 50%, S T

: Enfln, au fur et a mesure que le degré de purlflcatlon‘
0 \
T de la so&utlon llpa51gue cr01t 1! act1v1té estéra91&he qui-

i est associée décroit--malheureusemept comme 1'echant11-

1lon llpa51que est Cﬁgftltué de plu51eur5 protélnes méme

" aprés D.E. A E. seph ex, il ést 1mposszb1e df afflrmer gvec’

< . ] N
'certlggde que la llpase possede ‘une’ 1 Ire acthlte-estera~

.o, . g . ) . ' -

“sique. . N O SRR : L

1 a
. . . } . . .
' ) ' . ‘ . oo . . } «

+ III. Etude de guelgues propriétés de ia lipase d'Acinetobacter 0:

. &\l:;) B 16
BRI Au'cours‘de 'etude des caractérlsthues d'une enzyme, ' )
C 1 : . :
certalnes proprlétés sqg;hgreférentlellement etudlees. Parmi'

celles—c1, c1tons-‘ les courbes d'act1v1té gn fonctlon du4
'temps et de la concentratlon de 1 enzyme, le role du pH et
B '
de la temperéture sur l‘act1v1té et Bur 1a stablllte de l'en-

zyme. Ces,proprlétés peuvent étre etudlees,_501t sur la T

K

solutlon enzymathue &1 état brut ~C est 3 dire sur une

solutlon non purlflée, 501t sur un échantlllon enzymathue
A .

L

- plus. ou mOLns pur. . e s

Avant de decrlre les résuitats obtenus avec Aﬁlnetobacter

16' rappelons que dans 1 1ntroductyfn IOUS avons . ecrlt quel-
_ ques nroprletés d'autres 11pases bactérlennes et par consé-
quent ce sujet ne sera- pas redecrlt ici. L? act1v1te sera

dos&e* sulggnt les cas, d aprés 1a methode colorlmetrlque de

! v



L e T
: e B 3 oo
o SRR S
Nachlas.et Sellgmah ou d'aprds la. méthode photométrlque de ¢

LT L o

/

T lepl (chap- II) ' La solutlon enzymatique A 1'6tat brut'
. . "

Eprrespond ‘au surnageant dnune cﬂlture a’ Acinetobacter 0.,

- 16

qu1 ‘s est développéedahs le mllleu peptOne 2% addltlonné

df ' d' 15% d extralt de levure a pH 6.6 et qu1 a été anubé a:‘"i‘“

201C sans agltatlon. La solutlon e . h
7 ; tion. nzymathue partlellement

N
purifliée PrOVIGHt du pic llpe51que majeur recuellll apres

L
b

1e passage sur D. E A. E .sephaaex qui est lu1 méme precéde e
par un passage sur sephadex G200 (tableau no 22) T
¢ e EI T mage - B ‘)

- _ l) Act1v1té 1apas1que de l'extralt brut otsurnageant)

en fonctlon de. 1a conceﬁt;atlon-de la solutlon eqzyﬁathue:‘

ou du’ temps. _; ) . R : : -
. .t “r ' V_ ‘ * . b . ; .o
L examen de la flgure no. 12 (courbe d'act1v1te en

rat . .
Bt , L T

"fopstxon de la concentratlgn) suggére lesfquelqueshref

: c . s ~ A ' * B ) ‘ P
marquesusulvaptes_ "y : L e LW
N - Tae e |
CAMX érreurs d'expér1encbs pres, les p01nts obtenua I \
o [‘ * . . te ’,

: pendant cette serle de mesures sont en llgne dr01te.’ La

dr01te s 1nfléch1t légénement dans lq cas du dosage par la - )

< ; A
méthode de Llppl, et ce, pour: une quantlte de 1 ml de sur-- i
nageant, ce qul n'est pas. observé ageclla methode de Nachlas e

&t Sellgmqp Dans les condltlons de l experlence, 1 actl—

vité est proportlonnelle a la quantlte a' enzyme en jeu, alors <:-;

-

que les %uantltés utilisées- varlent pres de S f01s. '.f H’

ILa figure le.montre les cou::besj d act1v1te obtenues

éh fonctlon du temps a 35 C.a Pour %ae pérlode a 1ncuﬁatlon
- . . -;.

, ) . .
‘comprlse entre Io et 60. mlnutes, tous’ les 901nts B! inscrivent

d_ﬂ},sur’ﬁge 11gne drolte, et ce,\avec 1%54593x méthodes de dosage. L

. B . - A L. .
- LI l N . B . § . P . - . Q
. ® s . . .
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HRctivi t_é/mi_‘j

Acgivifé/ml

2 AGtiVit§"=‘u?m61es deﬁB.naphtol;rejeﬁé_,par'ﬁl

. S g

Fig.ne. 13 -

du temps . :-f"j“f _ af; y‘_f SR -

i : _.-,_aT ’M§thode§aé.Bi§§i:_='" AT

100004 L
+ . ‘l- :
e ’
" 50001 ) . 7 )
e . )
e . _ v
d l F . I " ‘ ' £ a ) A 4 ' ’ - . B )

A5 730 . 45 60 . minutds. - -
2) Botivité = u moles d'acides gras par ml i 35%

o

v . -;J/.

~ b) M&thode de Nachlas<et Seligman

"

¢ - 10 20 - 30 40 - 50 60 temps(minutes)

.
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Tout au long de notre étude, 1a période d'incubatlon

C.

”chor51e a Eté de 30 mlnutes pour les deux types de dosage, 7 rY+
. la quantrfé'ﬁfenzyme a l'état brut - de 0 25 a 0 5 ml sulvant AT

1! 1nten3lté de 1! act1v1te.

Sk -'

2) Actnon du pH sur lﬂadtivité;lipaeiéue (dosagebpar

la methode de Llppl)

a) La courbe d act1V1te du surnageant (flq no. 14), . "

en fonctlon “du pH montre que- l'act1V1teIfa1b1e .4 pH 6 passe
\

par un premler optlmum a PH 7 5, un minimum a pH 8. 25 et un

deuxleme optlmum a pH 8 5. L' act1v1te se poursult au dell

de pH 9. L'activité dp premler opt mum (pH 7. 5) est supef

- rieure 3 celle dﬁ’secoﬂd; le calcul ‘de l'lntervallé de

~

~ A
confiance pour chacune..de ces troxs aleurs montre que ces.

N

. 3‘vaieurs soht'signiflcatlveme dlfferentes (flg " no. 14)

b) La courbe d activité ‘de 1° enzyme (35\\3 de pro-

-

télnes/ml) partlellame . purlflee (sur sephadex Goop et
D E.A.E. sepha%eﬁ}ien fonctlon du pH "(fig. no. 15), presente
‘uan- Seul opt;mﬁh cqmprls entre pH B 25 et 8 5 _ L act1v1te est

encore tres nette a pH 9. &

*

T3). Action de 1a température sur. 1'act1v1te (dosage _ T o

. — —
su1vant la méthode de Llppl) ‘ . : }

o

| a) Act1v1té du surnageant en fonctlon(de la. tempé—
° rature d'lncubatlon d&xsubstrat et de l enzyme (flg. no. 16).
S act1v1té est déja 1mportante a 15 °c, elle s€. poursult au’
dela db 40 C,. avec un optlmum a'35 C. ’Le méme type d'expé-

rlence ‘a é#g réallsee .avec. une souche d Ac1netobacter llpo-

- lytique mgsophile_qui peut cr01tre,a 37‘C, et qu1 a‘eté-lsolee

(

——



Flg no.414 - Action du pH sur 1'hydrolyse de 1

en émulsion par la lipase du - surhageant‘de la

T culture d‘AC1netobacter“QIé'. o SR

A

-— i ! )
260-’ " ) '. - : ‘ )
g B

& E

\Q

._P )
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.a Cow -

B - &
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_ Isop
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'huile d'ollve, o




' ;_71;3,,]::—‘:-.’ ST e
.“Flg. no _LS - Action du pH sur 1 hydrolyse de 1“hu11e d'ollve

P

en émulslon par la llpase partlellement purlflée

L ‘-.,‘;
T . Lo ; \

501

Activité./ ml

: o -6 7 .8 .9 10 - pH- Vo
e . oL n _.‘ -. .."'

Act1v1té exprlmée en molé’ d ac1des gras‘rgjgtés par ml -

d'enzyme et par m;nute. :

A



-ctlon de la température su; l'hYdIBIYSG N

' - . !'.. ’
! de l hulle d olxve en émulsion par Ia llpase
du surnageant. iw”-; o ﬁ-;'- . : .

ot

_Activité/ml -
Yol
S
LY

) . _"...-l:t .:‘ ..-\’ .
200 - T

. 7 _—
B . lﬂ
e - &
Rk .,"- -
, t;«_-a.é .
R e N .
. . e
o I
: ¢ :
LY
S ‘.
' STy
.. 100 - : L ) J
v .
. - : .
. DY S
- Sy A g
- ¢ . 3 EY

Y
Bs -

0 _‘;ISfo\?*fS‘iu‘ 35_ 45°%¢ Temp&rature LT
Activité expfiméé“eﬁiu}@oies}d’aqiaés-g:ag :ejétés par

. A § e, L s :
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sont placés ‘dans des tubes a essals, ces’ tubes sont 1ncubes

* du meme échantlllon de sédlment qu' ACinetobacter 0.

ce ‘cas 13 1'opt1mum est a 37 5»C (tableau no. 23), dependant

a 35 et 5 40 C l'act1V1té est tres v0131ne de l'optlmum

1‘

. L optlmum d'act1v1té entre" une souche psychrophlle faculyal

N

4

tlve et une- souche mésophlle est peu dlfférent

~La ma orlté

16 Dans,

X en fonctlon de la tempg&~

ra ure (flg. no. 17), montre u optlmum entre 30 et 33 C.

L' optimum est peu dlfférent entre _xtralt brut et 1° enzymef.

-

partlellement puruflée, par contre l'act1 it ‘décroit beau-'
S

coup plus rapldement entre 35 °c et 40° C avec l &chantillon

de Ilpase partlellement purlflé

4) Role de la temperature sur la stablllte de la

llpase (dosage par 1la méthode de Llppl)

Les echantlllons de 1-ml de surnageant ou de 1 ml d'en—

2yme partlellement purlflee (40 ug de protelnes par ml),

g la température dé51rée.' Aprés dlfferent% temps d rpcuba-

ltlon les tubes sont retlrés_et plonges.dane la‘glace,L actlf

vit€ est dosée suivahr la méthdde de Lippi 3 35°C pour le

surnageant et a 32. 5 C pour 1 enzyme partiellement 'purifiée.
oooa) StablL;té de 1 extralt brut (flg.‘no. 18) -

! enzyme est relatlvement stable 5 25 C et méme 3 35 C.

AlnSl la .perte d'act1v1té, aprés une 1ncubatlon de 30 mlnutes

l§ 35 C est seulement de 15%. C'est seulement avsq,q que

: . e
[ ~
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Ta 1e£% ﬁo; 23 - Actlon de la température sur 1’ hydrolyse

{//’ de 1'hu1le d'ollve en émuls;on pan la lipase d'un

Ac1netobacter mésophlle SR 1 I

—

“ Température d'incﬁbé@ion . Acthlté / ml de surnageant

' par minute C L
30% | 'ﬁ’ Con 0330
~00 35% - . . . ..50 T .
- T . - A . ,

37,5%C .. s 53,3
404c . e 50

42,5% .. 40
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’L par’ mlnute. ;

Flg. no._ 17 - Action de 1a température suz; 11'
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pour 1a(1;@ pérlode d'lncubation a 65° c. | .

. 50%, & 60°C pour

'5) » Discussion _ . E ' o
-

‘a.1'&tat brut . est_d avoir deux- pH optimum 4°' eot1v1té. Cette,j

B T § | 2. ! IR ‘
‘ ’.'-/‘. ] ,-‘ _ - .l‘k "-.. ‘ - ! . i' d. ‘ ' .
1 1nact1vatlon devxent plus 1mportante, elle est déWSO% *f.'-': -f-

\

apres 20- mlnutes a! 1ncubatlon. A 60 C la perte d activite )

1

est de 65% aprés 5 mlnutes d incubatlon, elle est de\QO%
i

) b) Stablllté de l'extrift partlellement purlfle .

pr0venant de D E. A E. sephadex (flg no. 19),

L

Dans ce cas leifgffets ge laﬁtemperature sont peu dlf-

ferents/ﬂe ceux prodults su:/lTExtralt brut A1n51 aprés

10 mlnutes dl!in

4

ation a 55 c la perte d'act1v1te est de

méme pérlode d'incuibation la perte est

“

: de 70‘%.\1 ) e feen .- BT - .' " . - e e '——_ . o ‘777? ﬁ R ——--—f——-*:—— - ——-'—-‘-—-— T e e e e

K . 1 : |
Une ées caracteklsthues de la lipase d A01netobacter 0

16.

. . . LN
" . . . . e

proprlete peut étre.considérée czije'surprenanie‘car la plu-
|

part des llpases bactérlennes so munies d'un| seul pH optlmum -

a 1 étazfprut ou plus ou moins purlflé On seralt‘en drolt

- |
‘de se demgga?r s'il ne s aglt pas ‘en réalité dwun mélange

de deux enzymes ou d'un mélange de deux formes|d’une méme’

) Seo

-enzyme. Or l'enzyme partlellement purlflée {provenant de

‘.
D.E.A.E sephadex) ne présente qu un seul opt%mum a. 3? pH

]

compris entre 8. 3 et 8. 5, et(ﬁ} correspond au Qeuxléme optlmum

du surnagqant. Il est fort béssiZT§ que'le_premier pH opti-

mum du surnageant corresponde a 1a 28me lipase éluée'de-

[+

- D. E A.E. sephadex et non étudié par ‘suite de sa- falble teneur,

-4 . -
‘ou mieux encore nous Jvons vu qqg la llpase est plus.ou moIns

1

5 N L

&
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'fortemenf 1iée - des lipidés} a1n51 le peemler optlmum peur-
ralt abrrespondre 3 la llpase assoc1ée a des llpldes, et le'
deuXLéme a la llpase llbre (2eme p1c élus de ségg;;;; G
ou]yls et versa, ce01 n'est évldemment qu une hypothese,

.qB,zi‘reste | conflrmer. Les pH optlmum chez les bactérxes

e, varlent ‘de 7 a—a 7 sulvant l organlsme étudlé

I
-

La llpase du surnageant d une culture d’ Ac1netobacter 0

-

: 16
-apparait m01ns thermostable que celle de Mlcrococcus treuden- |

~

re1ch11 (20) que pe seulement 20% de son act1v1té aprés
une ebullltlon de 5 mlnutes. Dans ge dernler cas, la pep—
tone auralt un . role protecteur partlculler. Avec Acmneto—.

‘ bacter 016 1F1nact1vatlon par la temperature de 1'enzyme &

s

200)‘! .‘_

1 état brut (surnageant) est peu’ dlfferente de celle obtenue

¢

" avec 1° enzyme partlellement purlflee. Cependant la llpase |

- M ¢

partlellement purlflee d'Ac&netobacter 016 apparalt beaucoup

_ plus stable que: celle de Pseudomonas fragi (35) gui est’

detrulte complétement aprés une 1ncubatlon de 10 mlnutes a - ;

40°. Il est vrai gue la. llpase d Ac1netobacter D6 est

‘a

peut—etre dans un état de pureté 1nfer1eur a celle de Pseu—

domonas fragl.A Par contre, 1 optlmum d‘act1v1te en fonction

~de la température est approxlmatlvemen% le méme chez ces’

-

oo Do -
deux organlsmes, $01t 30 & 33% pour. Aclnetobacter 016 et .

"33 a 35 Cﬂpéﬁr Pseudomonas fragl.' Dans les deux cas, un

I'l

dosage de 1 act1v1te a des températures plus'elevees (40 C)

entralne une dﬁmlnutlon 1mportante-de 1'activité.

d .
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Lt B _ Ca s
t les rés l;ats des expérlences décratee T '
dans cette thése, ont été commentés et résumés a 1@ fln

. . ‘
' de chaque chapltre. Au551 nous_ﬁenterons 1c1, seulement o

o * -

de tlrer quelques 1dees genérales de ce travail, et nous ' h

g . [
suggéreroée S partlr de ces premlers ;ésult%ts quelques ~ .
voies de,recherches poselbles 501t pour cempléter ou falrev )
° P;ogresser le probléme étudlé " 'f;_f‘;; ‘ ' '_
H#f;”; { ﬂia bactérle etudlee a eté stlée éﬁr un mllleu en y
. “,

!"Splrlt bleu"'ayant cqmme base llpldique de 1! hulle de "

'gralne de coton. La préparatlon d'un teL substrat étalt T-‘ﬁf

L
a

~”d1ff1c1le 3 réallser en laborat01ré par-conséquent 1 actl-- .

'v1te 1ipolyt1q e éte recherchée‘V1s_a_v1s'&'autres su%strats~

"

substratSonaturels (hulle‘d lave$;ﬁx%flee) ou chrmlquement

/ . N
v

purs’ (trlbutyrlne), ou synt Etiques’ (esters du /B naphtol) .-

S 'Ces dere:;;;jiomposes ont perm;s de mettre en/ev1dence deux

,,,,, ‘.
» Il Lo

systémes enzymathues,n la llpase rejetée avantrtout dans
I L1 ° p
16 m111eu externe, et 1'estérase assqcxee aux, cellules - -
Y o4 0 . ot /

\ | Pour plus de clarte 1e thémewde recherche a été.d1v1se én . o

. . K . . . w N ' ) ) '1“ ‘.
quatge_sect;ons: 'g Rl .f_“.' ﬁ‘ : R
- . . . . . . L -,}._ ; ‘ * . - ‘ R E
,;,#f Présentation de 1'érganigme étudié O £ C
. . e & .- - :
' e ."- . I o T W T .
2-' Mlse en év1dence et\%fjaligaglpn,des sytémes lipolyt;eg ‘“ L
‘qujgﬂgxlstants" L o LT o S RN co TR
3—' Facteurs qu& affectént la producﬁlon des deux systemes P

L] 'u e
- ’ N o 1l .

A -
r
- .

enzymathues et~plus parthulierement la llpaee‘ ‘ "J'(.; : . .f- ; ::e
3-:. Essals d'lsolement;;de purlfﬁkatlbn et-quelques pro-. . *'3 b _.:;

. ¢ — . 8
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I

_traltées avant la purlfi tlon de l'

‘rencontrées. au cours de la purzflcationdelﬁ'enzyme.,' )
'Lorsqu on flltre a travers une colonné sephadex G

,_moleculalre étalt b1en supérleur 3 sa valeur reelle. Ce

. g o E s -'121--I .. N i ‘ _ o . f"':"“‘““'"_-'
priétés de la' lipase.

' #

Certalns de’ ces aspects ont été traltés szmultanément o

ou aVant l'ordre 1nd1qué dans 1e texte.? A1n51 les proprle-i

—

tés (temperqtu:e, pH) de la llpase a l'état brut ont été

enzyme, ce qui expllque
que les dosages de l'ac '

'

cours de la purlflcati

. v1te sont effectues a 35 C au'

»

et non a 379 mme i Etait
1nd1qué dans les methodes (chap II).~e/ﬁf o S

Les travaux encernant les rcprletes de la lipase

sont_modestes, LIS ont éte retardés par les difficultés

. sl

i\

' La méthode de purificatio choisie: préc1p1tat10n

par (NH4)2 SO4 et passe?e sui/unegcolonne de sephadex G100

K OG&GZOO ou sur D.E. A.E. sep adex, est la méthode la plus

communement utlllsee poue/&es llpases mlcroblennes.

. 200" le

surnageant d une- culture d' Ac1netobacter 016 prealablement

”pre01p1te _par (NH4)2’ 4, ‘on’ constate que la ma]eure partle >

de 1° actlglte lea51que emerge de la colonne avec le vdlume

'“-‘de réténﬁion. La llpase se comporte donc comme si son p01ds'

/

comportement prQV1ent de l'ex1stence, au seln des extralts , .

W

d'une assoc1atlon entre la llpase et certalns llpldes

notamment des phOSphOllpldeQ._ Ce comportemept-part;culier

. sur sephadex Glbb ou«szO a eté'signalé-pcur“d'autres lipases

mlcroblennes, par Henderson (42), Lawrence-.ggqégl(20) et

b
Ha551ng (37) *Cependant, seul Henderson (43) a démontré
o ' St~ ' ‘

... . f . ) P
. . :
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1? ass001atlon de la llpase a des phosphollpldes..

Ce phéno-

méne- a été decrlt pour la premlére f01s chez la llpaSe B

pancreathue Par Sarda et coll 1121).

“Notre méthode actuelle de purlflcatlon ne permet pas

fl'obtentlon d'une llpase Pure débarassée deg llpldes Il
est donc necessalre de mettre au p01nt une nouvelle mé-"
‘thode de purlflcatlon, -afin de dlsposer de - quantlte rela-

' tlvement 1mportante‘ a’ enzyme pure. La dlfflculte majeure
reste la dlSSOClatlon de’ l'a33001at10n llpase 11p1des

Cette premlere dlfflculté surﬁ>ntee, il sera)alors POSSlble-

de determlner~quel est le role exact des llpldes -dans cette

aséoc1at10n. Sont~1}s nécessalres ou dlmlnuent-lls l'act1+ o

3

v1te,dg la llpase? o : R ' .

De plus, 11 est bon de se souvenir que ces llpldes pour—.
ralent eventuellement jouer un role dans l 1nductlon de la

-llpase (chapltre V) Dans 1 état actuel de nos. connais-

'sancés,-ll n'a pas ete p0551b1e de préciser ce dernler point,.

" En conclu51on, ‘nous . pouvons dlre que l'1solement d'une. llpase

mlcroblenne danSrun étathomogéne presente uh grand nteret

”

N
etant donné son role déterm;nant dans 1e phenomene genéral

- de la degradatlon des gralsses. En outre, la llpase pg;sede W

une proprlete orlglnale, celle de catalyser une reactlon se

[

deroulant dans un mllleu hétérogene. f{‘.

-
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