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DIGESTION DE LA CHITINE CHEZ LES OISEAUX
ET LES MAMMIFERES

par Ch. JEuniaux,

Institut L. ¥Fredericq, Biochimie; Tniversité de Liége.

Résumé. — La distribution et la localisation des enzymes chitinolyti-
ques, chitinase et chitobiase, ont €té précisées chez cing especes d'Oi-
seaux et neuf espéces de Mammiféres,

Chez toutes les espéces étudiées, les extraits de tissus glandulaires diges-
tifs présentent généralement une faible activité du type chitobiase. D’au-
tres tissus, comme le rein et les muscles, en sont dépourvus.

Les contenus du gésier et le chyme intestinal du Moineau, du Merle,
du Rossignol du Japon et du Coq sont capables d’hydrolyser la chitine
« native ». La chitinase est sécrétée par la muqueuse de l'estomac glan-
dulaire; elle n'est sécrétée par aucun autre organe. La sécrétion de chi-
tinase gastrique manque chez le Pigeon,

Parmi les Mammiféres, la sécrétion de chitinase gastrique a été obser-
vée chez une Chauve-Souwris (Rhinolophus ferrum-equinum), chez deux
Insectivores (la Taupe et le Hérisson) et chez le Porc. Le pancréas de
la Taupe et du Porc semblent également capables d’élaborer cet enzyme.
Les autres Mammiféres étudiés (le Lapin, le Chat, le Mouton, 1'Unau
Choloepus hofmanni et 'Homme) semblent dépourvus de Ia faculté de
synthétiser les chitinases,

La corrélation entre la présence d’enzymes chitinolytiques dans les
sucs digestifs et la nature de l'alimentation, déji observée chez les Rep-
tiles, semble donc confirmée pour les Vertébrés supérieurs.

Le pH optimum de la chitinase gastrique du Hérisson est compris
entre 4,7 et 5,0, ce qui est voisin de celui de la plupart des autres chiti-
nases, d’origine microbienne ou animale, étudiées 4 ce point de vue.
La chitinase gastrique différe de ces chitinases par une inhibition d’acti-
vité beaucoup moins marquée en milieu acide gqu'en milieu neutre. La
chitinase gastrique peut donc exercer son activité dans les conditions de
pH des chymes gastriques.

* % %

Alors que les corrélations entre la morphologie de l’appareil
digestif des Vertébrés supérieurs et leur régime alimentaire sont
nombreuses et évidentes, l'équipement enzymatique digestif
apparait par confre comme beaucoup moins diversifié. A lex-
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ception du cas de la lactase, qu'on ne trouve que dans le suc
intestinal des mammiféres, I'adaptation des sécrétions glandulai-
res digestives des Vertébrés & leur régime alimentaire se limite
4 certaines variations quantitatives, dont il n'est pas aisé de
préciser 'importance ni la signification. La séparation chroma-
tographique des protéines du suc pancréatique fistulisé, suivie
de Tidentification de leur activité enzymatique, a montré, par
exemple, que Véquipement enzymatique du pancréas du porc
est environ j trois plus riche en g-amylase et en lipase que celui
du beeuf (Kerper, CoHEN et NeuraTH, 1958; Marcms-MoUREN,
CHARLES, BEN ABDELILIL et DESNUELLE, 1g61).

L’adaptation 4 des régimes riches en cellulose se traduit,
chez les mammiféres, par le développement de vastes « cham-
bres de fermentation », soit par cloisonnement de lestomac,
comme chez les Ruminants et certains Marsupiaux, soit par
allongement du caecum et du cdlon, chez les Equidés et les
Rongeurs, La cellulose est hydrolysée par des enzymes d’origine
bactérienne, et les produits de Phydrolyse enzymatique sont fer-
mentés par les bactéries en acides gras volatils, qui sont rapide-
ment absorbés par les mugqueuses et emportés par le sang vel-
neux. Ce mécanisme, bien étudié chez les Ruminants, a été
retrouvé chez le Cheval et le Porc (Barcrorr, McANaLLY et
PurLLipsoN, 1944), chez le Lapin (BarcrorT et al., L.c.,, CooLs et
Jeuniaux, 1961), chez le Marsupial Setonix brachurus (MoIR,
Somers, SHARMAN et WARING, 1954; CaLABY, 19 58), chez le Castor
{CURRIER, Krrrs et Cowan, 1960).

Ces remarquables exemples de convergence, i la fois sur le
plan anatomique et sur le plan biochimique, permettent de sou-
ligner l'inaptitude des Vertébrés a élaborer et & sécréter des enzy-
mes cellulolytiques. Cette inaptitude a été volontiers généralisée,
et on a admis, sans preuves expérimentales, que les Vertébrés
sont incapables de synthétiser des ﬁ-polysaccharidases (ProssEr,
1950), parmi lesquelles on doit classer la chitinase. A notre con-
naissance, I'éventualité d’une digestion de la chitine par des
Vertébrés, et a fortiori la sécrétion de chitinase, n’a jamais été
envisagée.

Nous avons cependant montré récemment Vexistence de chiti-
nase dans le suc gastrique et dans les extraits aqueux de la
mugqueuse gastrique et du pancréas du lézard Lacerta wviridis
LaureNTI, et son absence dans les mémes organes dun Reptile
herbivore, la Tortue Testudo hofmanni L. (JEUNIAUX, 1961 a). La
sécrétion de chitinase a été également observée chez un Poisson,
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Carassius auratus L. (Jeuniavx, 1961 b), chez la Grenouille et la
Salamandre (JEUNIAUX, inédit), chez le Merle, Turdus merula L.
et chez la Chauve-souris Rhinolophus ferrum-equinum ScurEr-
BER (JEUNIAUX, 1961 b).

Nous nous proposons, dans le présent travail, d’aborder 1'érude
de la distribution et de la localisation, chez les Oiseaux et les
Mammiféres, des deux hydrolases qui constituent le systéme
enzymatique chitinolytique, c’est-a-dire la chitinase, qui catalyse
hydrolyse de la chitine jusquau stade chitobiose, et la chito-
biase, N—acétyl—ﬁ-glucogaminidasc qui hydrolyse le chitobiose en
deux molécules d’acétylglucosamine,

A. — METHODES,

1. — PREPARATION DES EXTRAITS ENZYMATIQUES.

L’animal est anesthésié¢ au chloroforme ou tné par décapita-
tion. Les contenus gastriques et intestinaux sont filtrés sur laine
de verre. Les organes (foie, pancréas, etc.) sont lavés dans du
sérum physiologiquc de Tyrode, puis essorés sur papier filtre,
Aprés détermination du poids frais, on les homogénéise, au
moyen d'un homogénéiseur de Potter, en présence d’une quan-
tit¢ d’eau distillée telle que la proportion de tissus frais soit de
lordre de 100 mg par ml d’homogénat. Les mugqueuses gastri-
ques et intestinales sont débarrassées de la couche musculaire
par traction, lavées et brossées au moyen dun fin pinceau.
Apres essorage sur papier filtre, on pése et on broie au mortier
en présence de sable lavé et d’eau distillée (proportion de tissus
frais : 100 mg par ml de broyat).

Les extraits sont conservés en glacitre 4 0° C pendant 24 heu-
res. Aprés centrifugation, les liquides surnageants peuvent &tre
conservés congelés 3 — 15° C Jusqu'au moment du dosage de
Pactivité enzymatique. Pour Pextraction des enzymes chitinoly-
tiques et la conservation de leur activité, ces procédés donment
de meilleurs résultats que la préparation de poudres acétoniques.

2. — IDOSAGE DEs acTIVITES ENZYMATIQUES.

a) Dosage de la chitinase.

En raison de la faible teneur en chitobiase des tissus glandu-
laires digestifs des Vertébrés (Jeuniaux, 1g61 b}, 'hydrolyse de la
chitine par les extraits enzymatiques, quand elle a lieu, s'arréte
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principalement au stade du chitobiose. On ne posséde pas de
méthode suffisamment rapide et spécifique pour le dosage de
cette substance. Pour pallier cette difficulté, le dosage de la chi-
tinase a été réalisé soit au moyen dune méthode néphélomé-
trique, mesurant directement la solubilisation de la chitine en
suspension colloidale (JEuNIAUX, 1958), soit de préférence par
dosage de l'acétylglucosamine libérée a partir de chitine « nati-
ve », aprés addition d’une quantité suffisante de chitobiase. Une
préparation commerciale de ﬁ-glucosidase (Nutritional Bioche-
micals Corporation), exempte de chitinase, mais hydrolysant
rapidement le chitobiose, a été utilisée comme source de chito-
biase.

A un ml de suspension de chitine « native » (5 mg/ml) pré-
parée A partir de sépions de Seiche (Sepia officinalis), on ajoute
un ml de tampon (acide citrique 0,6 M — Na,HPO, 1.2 M) de
pH 351, un ml de la solution enzymatique étudide, et un ml
de solution de chitobiase (solution 2 o,25 % de [kglucosidase
N.B.Co.). On préleve 1 ml de ce milieu réactionnel aprés o, go
et 180 minutes d’incubation 4 37° G, et on inactive les enzymes
par chauffage & 100" C; lacétylglucosamine libre est mesurée
par la méthode colorimétrique de REissic, STRoMmGER et LELOIR,
1955) (voir aussi DEvienE et JEuniavx, 1961). Des témoins sans
enzyme ct des témoins sans substrat sont menés parallélement a
chaque test enzymatique.

En présence de chitobiase, la quantité d’acétylglicosamine
libérée au cours de lincubation correspond i une quantité pro-
portionnellement égale de chitine hydrolysée, dans le rapport
221/203. Les résultats sont donc exprimés, aprés multiplication
par le facteur 0,92, en pg de chitine hydrolysée, par h d’lncu-
bation et par g de tissus frais (ou par ml de sucs digestifs ou de
contenus).

b) Dosage de Pactivité du systeme chitinolytique.

En faisant incuber de la chitine « native » en présence des
solutions enzymatiques seules, sans addition préalable de chito-
biase, la quantité d’acétylglucosamine libérée ne mesure pas l'ac-
tivité réelle de la. chitinase (cf. ci-dessus), mais bien lactivité
« globale » du systeme chitinolytique. Celle-ci mesure I'impor-
tance relative des processus de lyse enzymatique de la chitine,
chez Tanimal considéré, au point de vue de la fourniture a Tor-
ganisme de sucres aminés non polymérisés susceptibles d’étre
absorbés et assimilés. L’activité du systéme chitinolytique, mesu-
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rée a pH 5,4, est exprimée en g d’acétylglucosamine libérée/h/g
de tissus frais (ou /ml de contenus gastriques ou intestinaux).

¢} Dosage de la chitobiase.

On procede comme pour le dosage de Ia chitinase (voir ci-
dessus), en remplagant la solution de [glucosidase par de I'eau
distillée, et en employant comme substrat une solution de « chi-
tine dépolymérisée », constituée principalement de chitobiose ainsi
que de faibles quantités de chitotriose et d’acétylglucosamine.
Cette préparation de chitobiose est obtenue en faisant agir une
solution de chitinase purifiée (JEUNIAUX, 1957, 195Q) sur une sus-
pension colloidale de chitine pure. La teneur en chitobiose de
la solution de « chitine dépolymérisée » est approximativement
de o,5 mg/ml (*). L’activit¢ des chitobiases est exprimée en
ng d’acétylglucosamine libérée/h/g de tissus ( ou /ml de sucs
digestifs).

B, — RESULTATS.

a) La distribution et la localisation de la chitinase et de la
chitobiase ont été étudides chez cinq espéces d’Oiseaux et sept
espéces de Mammiféres.

Tous les Oiseaux érudiés ont été utilisés immédiaternent aprés
la mort, a l'exception du Merle (Turdus merula) qui a été con-
servé pendant un jour & + 4° C. Le gésier, dans chaque cas,
contenait des débris alimentaires. Les résultats sont rassemblés
dans les tableaux I et II.

Le tableau IIT résume les résultats obtenus en comparant deux
lots de Cheiroptéres, appartenant 4 la méme espéce (Rhinolophus
ferrum equinum SCHREIBER) et capturés simultanément, en léthar-
gie, dans la méme grotte. Deux premiers individus ont éié uti-
lisés 24 heures aprés la capture et étaient 3 jeun. Deux autres
individus ont été mourris de lait et de vers de farine, pendant
15 jours, et gardés 4 la température de 18° C environ, avant
d’étre étudiés.

Le tableau 1V concerne deux Insectivores. La Taupe (Talpa
europaea) a €té utilisée 24 heures aprés la mort; elle avait été

(*) Nous remercions le Dr J, M. Ghuysen d’avoir bien voulu analyser, par
chromatographie, la composition de cette préparation de « chitine .dépoly-
mérisée »




- r

32 CH. JEUNIAUX

DIGES
conservée & + 4° G environ pendant ce laps de temps. L'estomac
contenait des débris alimentaires. Le Hérisson (Erinaceus euro-
paeus) a été utilisé immédiatement aprés la mort : 'estomac était
vide.
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chez trois Oiseaux Passeriformes : le Moineau domestique : Enfin, le suc
{Passer domesticus L), le Merle Noir (Turdus merula L.) ’ trique.
et le Rossignol du Japon (Liothrix lutea).
— = — TasLeav IT. —
clivité enzymatique, Ug, g de Lissus
Frais (ou pg/h/ml de cﬁymes ou de sucs gues chez un (
digestifs) et chez
Sucs digestifs el organes
Systéme eohi-
Chitinase Chitobiase tinolytigue
A. — PASSER DOMESTICUS, ] ; .
Contenus du gésler 1700 80-310 50-180 i Sucs digestifs e
Mugqueuse de l'estomac glandu-
laire 8400 30 65
Muqueuse de l'intestin
(biera antérieur) 290 40 —
Mugueuse de l'intestin A — GALLUS GAl
(tiers moyem) 14* 70 —_ Contenus du gésier
Pancréas 0 0 —_ Contenus de l'intes
Fole 10* 37 — Contenus des caecs
Mugueuse de l'estq
B. — TURDUS MERULA laire
Contenus du gésier 2000 2b0 500 Mugueuse Intestin:
Contenus de l'intestin T00-1000 — —_ Pancréas
Mugueuse de l'estomac glandu- Fole
laire 2800 90 200
Mugqueuse de l'intestin B, — COLUMBA P
(tiers antérieur) 125 b6 26 Contenus du gésier
Pancréas 11+ 0 13 Contenus de l'intes
Mugueuse de l'esto
C, — LIOTHRIX LUTEA laire
Contenus du gésier 1500 — — Mugueuse intestina
Mugueuse de l'estomac glandu Pancréas
laire 5200-8500 — 300-600 Foie
Mugqueuse de I'intestin
Pa(:;?ne antérieure) 96 220 - 1) g de chitine
cas 0 -0 - 2) d’acétylgl
Foie 0 g* . L ME &tylgl
Résultat non ¢
thode.
(1) g de chitine hydre gsée/h/g de tissus ou ml de chyme,
(2} pg d'acétylglucosamine libérée/h/g de tissus ou ml de chyme. (*) Lé'étude de |
#* yaleurs non significatives, compriges dans les limites d'erreur de la grice & la complais:
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Les autres Mammiféres (tableau V) ont été utilisés immédia-
tement aprés la mise 4 mort. Le Lapin et I'Unau (*) avaient
€té nourris peu de temps auparavant; le Chat avait re¢gu son der-
nier repas 12 heures avant la mort : I'estomac ne contenait que
du suc gastrique, sans débris alimentaires.

Enfin, le suc gastrique humain a été obtenn par sondage gas-
trique.

TapLeav II. — Activiié et localisation des enzymes chitinolyii-
ques chez un Galliforme, le Cogq domestique (Gallus gallus L.)
et chez un Colombiforme, le Pigeon domestique
(Columba palumbus L.).

Aectivité enzymatique, en Me/h/g de tissus
frais (ou pe/h/ml de chymes ou de sucs
digestifs)
Sucs digestifs et organes
Systéme cohi-
Chitinase Chitobiase tinolytique
(L) (2) (2)
A, — GALLUS GALLUS
Contenus du gésier 1000 —_ —
Contenus de l'intestin 370 40 —_
Contenus des caeca 0 1160 —
Muqueuse de l'estomac glandu-
laire 1650 60 110
Mugueuse intestinale - 1} 30 0
Pancréas 1} 0 —
Fole 5% 12 -
B. -— COLUMEBA PALUMBUS
Contenus du gésier 0 8 4]
Contenus de l'intestin 0 200 [}
Muqueuse de l'estomac glandu-
laire 0 a2 0
Muqueuse intestinale 0 16 0
Pancréas 0 0 —
Foie 0 0 -—

(1) pg de chitine hydrolysée/h/g de tissus ou ml de contenus.
(2) ug d’acétylglucosamine Iibérée/h/g de tissus ou ml de contenus.

* Résultat non significatlf, compris dans les limites d’erreur de la mé-
thode,

(*) L'étude de 1I'Unau {Choloepus hofmanni PET.) a pu étre réalisée
grice & la complaisance du Professeur Z. M. Bacq, qui nous a permlis d'uti-
liser l'estomac de deux individus, originaires d’Amérique centrale, et élevés
par les soing des Laboratoires de Pathologie générale de I'Unlversité de
Ligge.
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b) La méthode néphélométrique (Jeuntaux, 1958) a été utilisée
pour confirmer la présence de chitinase. Les solutions enzymati-
ques ont ¢été ajustées au pIl 5,2 par addition de tampon acide
citrique-Na ITPO,, ce qui provoque la précipitation de protéines.
On centrifuge (13.000 tours/minute) pour éclaircir la solution.
On dose I'activité chitinolytique en mesurant la variation de trou-
ble d’une suspension de chitine colloidale, au cours d’'une incu-
bation de 2 h 4 37° C et a pH 5,2. Les résultats, exprimés en
Unités-chitinase (*) sont présentés dans le tableau VI.

TasLeau I — Activité et localisation des enzymes
chitinolytiques chez un Cheiropiére : Rhinolophus ferrum
equinum SCHREIBER.

Comparaison entre des individus & jeun, en hibernation,
et des individus réveillés el alimeniés.

Activité enzymaiique, pg/h/g de tissus
frais
Organes
Systeme chi-
Chitinase Chitobiase tinolytique
1) (2) 2)
A — Individus & feun, en hi-
bernation
Mugueuse gastrigue 120 28 13
Muqueuse intestinale 0 0o 2%
Fole 0-b* o] 3=
Reins 1] 0 —_
B. — Imdividus actifs et ali-
mentés
Mugueuse gastrigue 4800 100 300
Mudqueuse intestinale 10% 23 —
Pancréas o] 30 0
Muscles pectoranux 0 0 —

(1) pg de chitine hydrolysée/h/g de tissus.

(2) pg d'acétylglucosamine libérée/h/g de tigsus.

* Yaleurs non significatives, comprises dans les limites d’erreur de la
méthode,

(*) Dix Unités-chitinase correspondent & une variation de 60 % du trou-
ble d'une suspension de chitine colloidale (=chitine « pulvérlsée » ou
chitine «reprécipltéer) en 2 heures & 37° C et & pH b4, soit une hydrolyse
de 600 pg de chitine colloidale par heure d'incubation.
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A, — TALPA EUROPA.
Contenus de l'estomac
Contenus du duodénum
Contenus de l'intestin
Mugueuse gastrique
Muqueuse intestinale
Pancréas

Toie

B. — ERINACEUS EUR
Muqueuse gastrigue
Mugususe duodénale
Mugueuse intestinale
Pancréas

Foie

Testicules

Epididymes

C. — SUS DOMESTICU
Muqueuse gastrigue

(région fundigue)
Pancreéas

(1) pg de chitine hy

(2) pg d'acétylglucos

* Valeurs non signif
meéthode,
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) Activité d'une chitinase gastrique de Mamwmifére en fonction

du pH.

L’activité de la chitinase a été mesurée, par la méthode néphé-
lométrique, dans des conditions de pH variant entre 2,5 et 7,4,
au cours d'incubations de 30 minutes, une heure et deux heures
d 37° C. La solution étudiée était un extrait aqueux de mu-
queuse gastrique de Hérisson (162 mg de tissus frais par ml
de suspension de broyat tissulaire). La solution a été acidifiée
par addition d’acide citrique 0,6 M, jusqu’a obtenir une précipi-

TabrLEav IV. — Activité et localisation des enzymes
chitinolyiiques chez deux Insectivores : la Taupe (Talpa
europaea L.} et le Hérisson (Erinaceus europaeus L.} et chez un
Suiforme, le Porc domestique (Sus domesticus L.).

Activité enzymatique, pe/h/g de tissus

frais
Organes
Systéme chi-~
Chitingse Chitoblase tinolytique
1) 2) 2)

A, — TALPA EUROPAEA
Contenus de l'estomac 200 50-80 60
Contenus du ducdénum 400 200 75
Contenus de l'intestin 160 — 60
Muqueuse gastrigue 166 a T*
Mugueuse intestinale 10% 0 —
Pancréas 400 — —
T'oie 40* 25 —_
B. — ERINACEUS EUROPAEUS
Muqueuse gastrigue 3100 78 700
Mugueuse duodénale 17 — —
Muqueuse intestinale 12% — —
Pancréas 11% — —_
Foie 11* 60 —_
Testicules 0 65 0
Epididymes 41 60-120 0
C. — SUS DOMESTICUS
Muqueuse gastrigue

(région fundiqgue) 500 — 45
Pancréas 650 — 30

(1) 4g de chitine hydrolysée/h/g de tissus ou ml de contenus.

(2) pg d'acétylglucosamine li_bérée/h/g de tissus ou ml de contenus
* Valeurs non sighificatives, comprises dans les limites d’erreur de la

méthode,
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TasLeaU V. — Recherche de la chitinase et de la chitobiase TasLeas V]
chez le Lapin domestique (Oryctolagus cunniculus L), néphéloméirie, d
- . . {
le Mouton (Ovis arles L., destomac du ’CO(
le Chat domestique (Felis domestica L.), le Paresseux —_ }
(Choloepus hofmanni PeT.) et PHomme. Bapé
ce
Activité enzymaligue, fulg/h/g
de tissus frais (ou ,ug/h/ml de ] Gallus gallus
contenus) ;
Organes ou sucs digestifs - — ] Rhinolophus f
) errin-
Chitinagse Chitobiase equinum (alimenté
1) {2) ) Talpa europaea
: Erinaceus europdeus
A, — ORYCTOLAGUS CUNNICULUS (1) En unltés chiy
Contenus de Vestomac
{y compris les caecotrophes) 0 1] :
oOontenus de lintestin 0 11 A Var:
Contenus du caecum 1* 140 ] 1004 .
Mugueuse gastrique 0 0 en .
Mugueuse duodénale 0 70
Mugueuse du caecum 0 30
Pancréas 6* 70
Foie 0 —
Diaphragme 1+ 4% 75
B. — OVIS ARIES
Contenus du bonnet 0 40
Contenus de la panse 1] —_
nMugueuse de la caillette 0 —
Pancréas ] — 50
C. — FELIS DOMESTICA
suc gastrigue 1* 1*
Mugueuse gastrique 0 Q
Contenus de l'intestin 5% 5*
Pancréas g 73 25
D. — CHOLOEPUS HOFMANNI
Contenus de la panse 3* 27
Contenus de l'egstomac glandulaire 1% o*
Contenus de I'estomac musculaire 0 3=
mMuqueuse du diverticule conigue de la
panse 0 10% )
mMugueuse de l'estomac glandutaire 0 — |
E. — HOMO SAPIENS
Salive 1} 0
Suc gastrique 0 0 Activité
(Erinac
(1} pg de chitine hydrolysée/h/g de tissus ou ml de contenus. (L'activité chitin
0
(2) pe d'acetylglucosamine libérée/h/g de tlasus ou ml de contenus. primée par la varia
* Yaleurs non significatives, comprises dans les limites d’erreur de la en % du trouble in
méthode, 37°C.)




se et de la chitobiase
rus cunniculus L.),
L),

1), le Paresseux
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hitinase Chitobiase
(1) (2)
0 0
1] 11
1* 140
0 )
a 70
0 30
6* T0
0 JE—
1+ 4*
0 40
0 —_—
0 ——
D -—
1* 1*
0 0
5* 5*
o+ 73
3* a7
1* g*
o] 3~
4] 10%
0 J—
4] 0
0 0

1 ml de contenus,
jsus ou ml de contenus.
les limites d'erreur de la
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TasLeav VI. — Activité chitinolytique, mesurée par

néphélométrie, dextraits de tmuqueuse gasirique ou de contenus
d’estomac du Cog, du Rhinolophe, de la Taupe et du Hérisson.

37

Espéce

Extrait enzymatique

Activite
chifinolytique (1)

Gallus gallus

Rhinolophus ferrum-
equinum (alimenté)

Telpe europgen

Eringceus europaeus

Muqueuse estomac
glandulaire

Muqueuse gastrigue
Chyme gastrigue

10 unités/g

56 unltés/g
16 unités/mi

Muqueuse gastrigque 59 unités/g

(1) En unités chitinase (cf. JEuniaux, 1958).

100 _} Variation de trouble,
en % du trouble initial
754
.0,
-1 8.
.o .8
’,0" \‘\
50 . ‘-’\
‘o\ 120 minutes
+] ' .
aQmnuies
254
JO minutes
0 1 1 1 T

Ficure 1.
Activité de la chitinase gasirique du Hérisson
(Erinaceus europaeus L.) en fonction du pH.

(L'activité chitinolytique, dosée par la méthode néphélométrigue, est ex-
brimée par la variation de trouble d’une suspension de chitine colloidale,

en % du trouble inittal, au cours d’'incubations de 30, 60 et 180 minutes &
37+C.)
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tation maximum de protéines (pH 4,5)- Aprés centrifugation
{(13.000 tours par minute pendant 20 minutes), le liquide surna-
geant est limpide et ne se trouble plus lorsqu'on ajoute les dif-
férentes solutions tampons. I activité enzymatique est mesurée
par la variation de trouble des suspensions colloidales de chi-
tine, exprimée en 9 du trouble initial (fig. 1).

C. — DISCUSSION.

[. —- SECRETION DE CHITINASE PAR LA MUQUEUSE DE L’ESTOMAC
GLANDULAIRE DES ISEAUX INSECTIVORES.

Chez les trois QOiseaux Passeriformes étudiés et chez le Coq,
les contenus du gésier et de l'intestin manifestent une activité
chitinolytique relativement élevée ({tableaux I et IL}. A pH 5.2
et 4 37° C, un ml de chyme gastrigue d’'un de ces oiseaux peut
hydrolyser, en une heure, de 1 4 2 mg environ de chitine
« native »

Les extraits de tissus étudiés sont dépourvus d’activité chi-
tinolytique {foie, pancréas) ou présentent parfois une activité
trés faible (mugqueuse de la partie antérieure de Vintestin), sauf
dans le cas de la muqueuse isolée et lavée de l'estomac glandu-
laire (= « ventricule succenturié ») dont les extraits aqueux sont,
pour les quatre especes considérées, trés riches en chitinase. On
doit en conclure que la chitinase, que Ton trouve dans le chyme
gastrique et le chyme intestinal, est sécrétée par la muqueuse
gastrique, et que la synthése et la sécrétion de chitinase sont
jocalisées & ce miveau. Les faibles activités observées dans cer-
tains extraits de mmuqueuses intestinales (tableau 1) sont vral-
semblablement la conséquence d’une contamination par les
contenus intestinaux, dont la teneur en chitinase est parfois trés
élevée (k. : Turdus merula, tableau I.

Tl ne semble pas que Ton doive envisager I'hypothese d’'une
origine microbienne de ces chitinases gastriques : en effet, l'es
tomac glandulaire et son suc gastrique acide ne sont pas propi-
ces au développement ct 3 lactivit¢é d'une flore bactérienne;
d’autre part, les extraits de muqueuse gastrique soigneusement
lavée sont plus riches en chitinase que les contenus du gésier.
En effet, dans le cas de Passer domesticus, par exemple (tableau
I, le volume des contenus liquides du gésier a été évalué a
o,1 ml, soit une activité totale de 170 pg/h. La muqueuse de
I'estomac glandulaire, isolée, pesait 8o mg; Vactivité de la chiti-

DIGESTIO

nase de la muque
soit, pour les 8o
Mg/h, quatre fois
Dans le cas du Cq
pour les contenus
I'estomac glanduls

Contrairement :
stde pas de chiti
extraits de muque
de trace d’activiré
que le Moineau, I
au moins partiell
rigoureusement gi

3. — Locaus.

On peut déceler
tinal de tous les O
activité enzymatic
tobiase est difficil
extraits des tissus
guantités de chito
quelle mesure ils .

La teneur en ¢
contenus du gésie)
chitobiose est 10 &
sur la chitine. Ce
systéme chitinolyt
pare a l'activité de
(chez le Moineau,
lyse 1.7 mg de ch
mine libérée dans
0,18 mg).

Chez les Oisean
enzymatique de I
lement au stade

(*) Nous avons ess
vivants par un pigco
mée par les aviculteu




Apres centrifugation
tes), le liquide surna-
squ’on ajoute les dif-
ymatique est mesurée
ns colloidales de chi-

g, 1)

UEUSE DE L’ESTOMAC
CTIVORES.

udiés et chez le Coq,
inifestent une activité
x I et II). A pH 5,2
n de ces oisecaux peut
g environ de chitine

ourvus d’activité chi-
t parfois une activité
ure de Vintestin), sauf
e de U'estomac glandu-
s extraits aqueux sont,
iches en chitinase. On
trouve dans le chyme
étée par la muqueuse
tion de chitinase sont
¢s observées dans cer-
(tableau I) sont vrai-
ontamination par les
hitinase est parfois tres

ager hypothése d'une
striques : en effet, l’cs_r
ride ne sont pas propi-
une flore bactérienne;
astrique soigneusement
les contenus du gésier.
s, par exemple (tableau

ésier a été évalué A
.g/h. La muqueuse df:‘:
g, lactivité de la chiti-

DIGESTION DE LA CHITINE CHEZ DES VERTEBRES 39

nase de la muqueuse est de 8.400 ng de chitine hydrolysée/h/g,
soit, pour les 8o mg de muqueuse, une activité totale de 60
u.g/h, quatre fois plus élevée que celle des contenus du gésier.
Dans le cas du Coq, on trouve une activité totale de 700 ng/h
pour les contenus du gésier, et 2.600 }Lg/h pour la muqneuse de
lestomac glandulaire entier.

2. — Cas pu Piceow.

Contrairement aux autres Oiseaux étudiés, le Pigeon ne pos-
stde pas de chitinase gastrique : les contenus du gésier et les
extraits de muqueuse de l'estomac glandulaire ne présentent pas
de trace d’activité chitinolytique. Il est intéressant de souligner
que le Moineau, le Merle, le Rossignol et le Coq ont un régime
au moins partiellement insectivore, tandis que le Pigeon est
rigoureusement granivore (¥).

3. — LOCALISATION DE LA CHITOBIASE CHEZ 1LES OISEAUX.

On peut déceler, dans les contenus du gésier et le chyme intes-
tinal de tous les Oiseaux étudiés, y compris le Pigeon, une légere
activité enzymatique du type chitobiase. L'origine de cette chi-
tobiase est difficile & préciser : en effet, pratiquement tous les
extraits des tissus glandulaires étudiés contiennent de faibles
quantités de chitobiase, sans qu'il soit possible de préciser dans
quelle mesure ils en sécrétent effectivement.

T.a teneur en chitobiase est partout trés faible; Vactivité des
contenus du gésier ou des extraits de muqueuse gastrique sur le
chitobiose est 10 4 30 fois plus faible que celle des mémes extraits
sur la chitine. Cela explique pourquoi l'activité « globale » du
systtme chitinelytique est relativement faible lorsqu’on la com-
pare & lactivité de la chitinase des mémes extraits enzymatiques
{chez le Moineau, par exemple, 1 ml de contenus du gésier hydro-
lyse 1.7 mg de chitine en 1 h, mais la quantité d’acérylglucosa-
mine libérée dans le mé&me laps de temps n'est que de 0,05 &
0,18 mg).

Chez les Oiseaux qui possédent une chitinase gastrique, la lyse
enzymatique de la chitine dans le gésier s'arréte donc principa-
lement au stade du chitobiose, dimére de I'acétylglucosamine.

(¥) Nous avons essayé en vain de faire capturer et inpgérer des insectes
vilvants par un pigeon domestique; cette observation est volontiers confir-
mée par les aviculteurs,
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La présence de chitobiase dans le chyme intestinal permet pro-
bablement une dégradation enzymatique ultérieure du chitobiose
pendant le transit intestinal.

Dans le cas du Coq (tablean II), il faut souligner la haute
teneur en chitobiase des contenus des caeca intestinaux. T parait
évident que, dans ces organes, Thydrolyse du chitobiose puisse
éire beaucoup plus importante que dans Vintestin. 11 est proba-
ble que cette chitobiase soit d’origine microbienne, étant donné
que les muqueuses intestinales n’élaborent que de faibles quan-
tités de chitobiases et que les caeca des Gallinacés sont connus
pour abriter une flore bactérienne abondante.

4. — SECRETION DE CHITINASE GASTRIQUE CHEZ LES MAMMIFERES.

Les tableaux III 4 V montrent que, sur neuf espéces étudiées,
quatre possédent une chitinase gastrique. Elle a été mise en évi-
dence dans les contenus de l'estomac de la Taupe, et dans les
extraits aqueux de muqueuse gastrique du Rhinolophe, de la
Taupe, du Hérisson et du Pore. Son existence a été confirmée
par la méthode néphélométrique. Un gramme de muqueuse
intestinale fraiche de Hérisson ou de Rhinolophe libére, aprés
homogénéisation dans 10 ml d’eau distillée, une quantité de chi-
tinase suffisante pour hydrolyser 3 a 4 mg de chitine « native »
en une heure, 3 pH 5,2

1’activité chitinolytique des extraits aqueux de muqueuse gas-
trique est plus faible dans le cas de la Taupe que dans celui du
Hérisson (tableau IV}); cette différence est probahlement due au
fait que, pour l1a préparation des extraits tissulaires de Taupe, on
a utilisé un individu mort depuis 24 heures, et conservé i envi-
ron + 4° C pendant ce laps de temps.

A propos des Cheiropteres (tableau III), il est intéressant de
souligner l'influence de I'hibernation sur la synthése d’enzymes
par la muquense gastrique. Quatre Rhinolophus ferrum-equinum
ont ¢été capturés simultanément, en léthargie, dans la méme
grotte. Préparés le lendemain de la capture, les extraits de mu-
queuse gastrique contiennent peu de chitinase. Aprés 15 jours de
conservation i 18° C, avec alimentation & base de lait et de vers
de farine, les extraits de muqueuse gastrique sont 4o fois plus
riches en chitinase. L’activité de la chitobiase a varié dans des
proportions beaucoup moindres. :
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5. -— SECRETION DE CHITINASE PAR D’AUTRES ORGANES,
CHEZ LES MAMMIFERES.

Chez les neuf espéces de Mammiféres étudiées, les extraits de
muqueuses duodénales, intestinales ou caecales, de foie, de reins,
de muscles, de testicules et d’épididymes sont dénués d’activité
chitinolytique. Seuls, en plus des extraits de muqueuses gastri-
ques, les extraits de pancréas de Taupe et de Porc présentent une
activité chitinolytique incontestable. Rappelons  que, chez le
Lézard vert (Laceria viridis Laur.), la sécrétion de chitinase par
le pancréas est, proportionnellement au poids de tissus frais, par-
ticulitrement importante (13.000 u.g de chitine hydrolysée/h/g)

6. — IMSTRIBUTION DE LA CHITOBIASE GUEZ LES MAMMIFERES.

Comme chez les Oiseaux, la chitobiase semble élaborée par
tous les tissus, mais en trés faible quantité : on en trouve dans
les extraits aqueux de muqueuses gastriques et intestinales, de
foie, de pancréas et de testicules; les épididymes semblent un
peu plus riches en chitobiase. Chez les Mammiféres possédant
une chitinase gastrique ou pancréatique, la quantité de chitine
hydrolysée par unité de temps est donc toujours beaucoup plus
importante que la quantité d’acétylglucosamine libérée (cf. Tacti-
vité du systtme chitinolytique, tableaux III et IV).

7. — ACTIVITE DE LA CHITINASE GASTRIQUE EN FONCTION DU PH.

Les chitinases présentent généralement un pH optimum lége-
rement acide, compris entre 4.8 et g4 {(exochitinase dun Strep-
tomycete : JEUNIAUX, 1951; chitinase intestinale de Helix pomatia
et de H. aspersa : KarRER et Hormann, 1929; IlackmaN, 1g9gy;
chitinase exuviale des Insectes : Jeumaux, 1955, 1956 (*).

La figure 1 montre I'activité de la chitinase gastrique du Féris-
son en fonction du pH, aprés 1/2 heure,-1 heure et 2 heures
d’incubation 4 37° C. On constate que :

a} la durée d’incubation ne modifie pas l'allure de la courbe;

b} le pH optimum est situé entre 4,7 et 5, ce qui est trés voi-
sin du pH optimum des autres chitinases citées ci-dessus;

c} la courbe présente une pente plus accusée du cbté des pH
neutres et alcalins que du cdté des pH acides, ce qui contraste
avee Iallure des courbes obtenues au moyen des chitinases citées

(*) L'exochltinase d'une autre souche de Streptomycéte étudiée par
REYNOLDS (1964) présente un pH optitnum voisin de 7.
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ci-dessus. En effet, dans tous ces cas, 'activité est beaucoup moelins
inhibée du c6té des pH neutres ou alcalins que du c6té des pkt
acides : pour I'exochitinase de Streptomycéte, dont le pH opti-
mum est 5,3, Lactivité & pH 7 est égale 4 celle mesurée & pH
47. Au contraire, dans le cas de la chitinase gastrique du Héris-
son, lactivité est plus faible & pH 7 qu'a pH 2,5.

On sait que le pIT des contenus de Vestomac est plus élevé que
celui du suc gastrique (3,2 - 4,6 chez le Rat : Drensr et Dérmve,
1935; 4,48 chez le Cheval : Baver, 1952). II semble donc évident
que la chitinase gastrique du Hérisson soit capable d’hydrolyser
la chitine dans les conditions de pH du chyme gastrique, et
ensuite de continuer son activité hydrolytique dans le chyme
intestinal.

8. — SECRETION DE CHITINASE ET REGIME ALIMENTAIRE.

1’élaboration d’enzymes hydrolysant le chitobiose semble étre
assez générale, en ce qui concerne les tissus d’origine endodermi-
ue des Oiseaux et des Mammiféres. Par contre, la faculté de
synthétiser des chitinases n'est dévolue qu’aux muqueuses gas-
triques, et éventuellement au pancréas, de certaines espéces.

Parmi les Qiseaux, les quatre especes possédant une chitinase
gastrique ont un régime plus ou moins insectivore, tandis que le
Pigeon, qui ne sécréte pas de chitinase, est exclusivement grani-
vore.

Parmi les Mammiferes, I'élaboration de chitinase n’a pu étre
décelée ni chez des frugivores et des herbivores tels que le Lapin,
le Mouton et I'Unau, ni chez un carnivore tel que le Chat,
ni chez 'Homme. Le Rhinolophe, la Taupe et le Hérisson, qui
¢laborent des chitinases, ont un régime alimentaire au moins
largement insectivore. Le Porc est tenu pour omnivore, et les
organismes a squelette ou téguments chitineux semblent faire
partie de l'alimentation des Suidés sauvages qui, d’apres FrRecH-
Kop (1955) « se nourrissent surtout des parties souterraines des
végétaux, de fruits, de champignons, etc., ainsi que de larves
d’'Insectes, de jeunes Vertébrés, etc. ».

L’existence d’une relation entre la natare de l'alimentation et
Péquipement des sucs digestifs en enzymes chitinolytiques, chez
les Oiseaux et les Mammiferes, est & rapprocher d’observations
analogues sur le Lézard vert, insectivore, dont le pancréas et
Testomac sécrétent des chitinases, et la Tortue terrestre, herbi-
vore, qui n'en sécréte pas (JEUNIAUX, 1961).

!
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L’¢tude de la distribution et de la localisation des enzymes
chitinolytiques dans le régne animal suggere que la synthése de
chitinase est une propriété fondamentale de la cellule animale,
conservée au cours de 'évolution par certains tissus d’origine
endodermique de beaucoup d'Invertébrés et de Vertébrés (Jev-
NIAUX, 1961) (¥). Dans le cadre de cette bypothése, 1'adaptation
des sécrétions digestives des Vertébrés supérieurs au régime ali-
mentaire consisterait en une perte de la synthése de chitinase
dans les groupes ayant adopté une alimentation spécialisée,
excluant pratiquement les animaux ou plantes a squelette chi-
tineux. Chez les Vertébrés dont le régime est dans une large
mesure insectivore ou fongivore, Padaptation résiderait dans la
conservation des possibilités de synthése de chitinase au niveau
de la muqueuse gastrique et, dans certains cas, du pancréas.

SUMMARY

The distribution and localisation of chitinolytic enzymes (chitinase and
chitobiase) have been studied in five different species of Birds and nine
species of Mammals, '

Chitobiase has been found in agueous extracts of many glandular
tissues, but its activity s low everywhere, No chitobiase has been found
in kidneys and muscles.

The gizzard’s contents and intestingl chyme of the Sparrow, of the
Blackbird, of Liothrix lutea and of the Cock are able to hydrolyse
« nattve » chitin. The chitinase 1s secreted by the mucosa of the glan-
dular stomach. Chilinase secrelion seems to be lacking in the Plgeon,

Among Mammals, a secretion of gastric chitinase has been observed
in a Bat (Rhinolophus ferrum-equinum), in two Imsectivors, the Mole
and the Hedgehog, and in the Pig. Moreover, the pancreas of the Mole
and of the Plg seems also to be able to synthesize this enzyme. The
other Mammals so far studied (Rabbit, Cat, Sheep, Choloepus and Man)
do not appear to secrete chitinase.

These results suggest the existence of a relation between the dietary
habits of Vertebrates and the secretion of chitinase by some of their
glandular tissues,

The gastric chitinase of the Hedgehog has an optimal pH in the
range of 4.7 to 5.0, which does not differ from that of other well-known
chitinases extracted from Streplomycetes, Snails or Insects. The differ-
ence between these enzymes and the pasiric chilinase lies in the fact

(*) Dans le cas des Arthropodes, la synthése de chitinase est aussi reall-

sée par les cellules épidermiques (PASSONEAT et ‘WiLLIams, 1954; JEURIATX,
1956),
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that the latter is much less inhibited in acid conditions than in nettral
or alkaline ones. The gastric chitinase seems in fact to be active ot
the pH conditions of the gastric chymes. :
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