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RECHERCHES SUR LES CHITINASES

1II. — PURIFICATION DE LA CHITINASE
D'UN STREPTOMYCETE,
ET SEPARATION ELECTROPHORETIQUE
DE PRINGIPES CHITINOLYTIQUES DISTINCTS

PAR

Ch. JEUNIAUX
(Institut Léon Fredericq, Biochimie, Universilé de Liége, el

Cenire Nalional de Produciion el d'Elnde de Subslances d’origine microlienne
(C.P.E.M)Y)

(G ligures)

J.es conditions de culture permettant d’obtenir des solutions
enzymatiques riches en chitinase, a I'aide du Streplomyces sp.,
souche A 1, ont été décrites dans un premier mémoire (JEU-
n1aux, 1958) (1). L’objet du présent travail (%) est de décrire
un procédé de concentration et de purification des principes
enzymaliques responsables de la premiére étape de la chiti-
nolyse, c'est-a-dire de la dépolymérisation de la chitine en pro-
duits de dégradation solubles. Pour le dosage quantitatif de
ces chitinases, la méthode néphélométrique (Jeuniaux, 1951)
présente l’avantage ‘d’étre plus rapide, aussi sensible el plus
spécilique que les méthodes classiques; elle a été systématique-
ment utilisée au cours de ce travail. La concentration en enzyme
est exprimée en Unités arbitraires de chitinase (en abrégeé
U. C.) (Jeuniaux, 1958).

La purification de la chitinase a été également réalisée par
GraseR et Brown (1957) & partir de préparations commerciales
d’émulsine, et par BeErGEr et Reynorps (1958} a4 partir de
filtrats de culture de Streptomycétes.

(!) Nous remercions vivement le professeur M. WeLscH qui nous a permis de
préparer tous les filtrats de culture de strepiomycéles dans les laboratoires de
Microbiologie médicale générale de 1'Université de Liége et du Centre National de
Production et d'Etude de substances d'origine microbienne (C. P. B, M.},

(%) Voir aussi les notes préliminaires suivantes : Jruniaux, 1956, 1957a, 19575,
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1. — Méthodes: teneur €n protéines
et propriétés enzymatiques des filtrats de culture

Lorsque les cultures en milieu-chitine du Streptomyees sp.,
souche Al, ont atteint le stade de concentration maximum en
chitinase, on centrifuge et on filtre sur laine de verre (les filtres
en papier retiennent une partie de l'activité chitinolytigue).

Le pH des filtrats varie entre 7.9 et 8.5. Pour les filtrats de
cultures contenant au départ 10 mg. de chifinejml., le pouvoir
réducteur est égal 4 celui d'une solution de glucose a 0.2 mg.fml.,
et la teneur en azote total est en moyenme de 0.4 mg./ml.
(Kjeldahl).

1. — PROTEINES

Jes protéines ont éLé dosées par la réaction du biuret-phénol
de Folin-Ciocalteu, modifiée par LowRY, ReseBROUGH, FARR et
RanpaLL {1951} ; les résultats sont exprimés en mg. de sérum-
albumine/ml.

Le développement de la coloration est entravé par le sulfate ammo-
nique, pour des concentrations supérieures & 0.2 % ; les solutions tam-
pons de phosphates, de citrates et de véronal, aux concentrations
utilisées, me présentent pas d'inconvénients.

Cette méthode n’est pas spécifique des protéines : des substances
non protéiques, présentes dans les filtrats de culture, développent en
présence du réactif de Folin-Ciocalten une coloration identique &
celle des protéines; toutefois, au cours de la purification de la chiti-
nase, ces substances parasites sont progressivement éliminées @ au
terme des étapes de purification, 1a coloration obtenue est entieremenl
imputable aux protémes en solution (comparaison avec la teneur en
azote du précipité trichloracétique). Le manque de spécificité de la
méthode sera souligné, dans ce travail, par I'utilisation de la notation
« protéines », enire guillemets.

La teneur en « protéines» des différents filtrats de culture
peut varier du simple au triple, indépendamment de la temeur
en chitinase.

2. — PEPTIDASES

a) Méthodes.

Les peptidases ont été recherchées 4 I'aide des méthodes de BELOFF
et PETERS {1944) (substrat : cagéine) ou de ANSON (1938) (substrat :
hémoglobine). Leur activité est maximum aux environs du pH 8.
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Les filtrats de culture ne contiennent pas de peplidases actives aux pH
acides. .

L'aclivilé protéolytique a éié dosée par la méthode néphélométrique
de Grmuysen (1957) : & 2 ml de solution 4 0.2 %, de caséine dans
K,HPO, 0.2 M, on ajoute 0.5 ml. de solulion enzymatique. Aprés incu-
bation on préléve (.5 ml. de milieu réactionnel el on en précipite la
caséine dans 4.5 mil. d’acide trichloracétique 1.1 9,. Aprés 15 minules
d’équilibration, on mesure le trouble au néphélométre de Pullrich
(filtre vert L. 2). Une diminultion de trouble de 50 ¢, aprés 10 minules
d’incubation correspond 4 une activité arbilraire de 100 Unités
protéolytiques.

b) Présence d’inhibileurs de peplidases.

L’acidification des filtrats de culture (pHbB) fait apparailre un
trouble ; la solution clariliée par centrifugalion posséde, & pH 8, une
activité pratéolytique 3 & b fois plus élevée que la solution non aci-
difite. Cette augmentation d’activité est vraisemblablement due 4
I'élimination d’inhibiteurs inslables ou insolubles en milieu acide
(cl. : certaing inhibiteurs nakurels de la trypsine : Lasxowskr, 1950).
Le pH optimum des peptidases des fillrals n’est pas modilié aprés
élimination de ces inhihiteurs. !

3. — POLYSACCHARIDASES

Les [iltrats des cullures en milieux-chitine ne conliennent pas d'amy-
lase, mais possédent une nette activilé cellulolytique (1) : 1 ml. de
filtrat libére 0.2 mg. de glucose, aprés 1 h, d’'incubation & 370G el 4
pH 5.4 ; susbtrak : carboxyméthylcellulose 0.5 % ; dosage des sucres
réducteurs libérés par la méthode de Somocyr (1952).

4, — (INETIQUE DE L’ACTIVITE CHITINOLYTIQUR

Mesurée par la méthode néphélométrique, I'aclivité chitinalytique
des filtrats esb maximum & pH 5.2; le pH oplimum est indépendant
de la durée d’'mcubation. L’aclivilé est fortement réduite en dessous
du pH 4.7. L'allure de la courbe est celle d'une courbe en cloche dont
la pente est plus raide du c6té des valeurs acides du pH (JEUNIAUX,
1951). Le pH optimum n'est pas modilié au cours de la purification de
I'enzyme.

(1) La cellulase, comme la chilinase, serait donc un enzyme « constitulif », en ce
sens qu'il pourrait &tre sécrété par les streptomycétes en I'absence du subslral.
Cette observation esl 4 rapprocher de celle de JErmyN (1952) concernant Aspergiflus
aryzae sl Slachybetrys aire, qui, dans des milieux ne contenant que du sucrose et du
tartrale comme sources de carbone organique, synthélisenl des enzymes capables
d’hydrolyser la carboxyméthylcellulose,
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La température optimum est voisine de 40° G. Lhydrolyse de la
chitine n’est pas complétement inhibée a 00 C. (bain de glace fondante).
La quantité de chitine solubilisée a 0° C. représente encore environ
20 9, de celle hydrolysée & la température optimum de 400 C.

II. — Description du procédé de puritication

La chitinase présente peu d’affinité pour les adsorbants usuels
(bauxite, terre d’infusoires, kaolin, gels de phosphate frical-
cique). Son affinité pour son propre substrat, 1a chitine, est tres
clevée : nous en avons décrit les conséquences sur le méca-
nisme de apparition d’exochitinase dans les culbures en milieux
chitineg [JEUNIAUX, 1958). Nous avons adopté un procédé
d’adsorption sur chitine pulvérisée qui constitue une premiére
eétape efficace de concentration et de purification de la chitinase.
Cette étape est précédée d'un ajustement au pH 5.2 (optimum
pour l'adsorption de I'enzyme sur la chitine). Elle est suivie de
deux fractionnements successifs par le sulfate ammonique. Le
tableau I présente le bilan de la concentration et de la purifica-
tion de la chitinase au cours de ces différentes manipulations.

1. —— ADSORPTION SUR CHITINE PULVERISEE
T LLUTION PAR DIGESTION SPONTANEE DE L'ADSORBANT

Le filtrat de culture brut (¢ FB »), de pH7.9485, est amené au pH .2
par addition de 1,80, 0.2 N, la colution étant maintenue & 0° C.; on
filtre ensuite sur laine de verre.

La chitinase du filtrat acidifié (¢ FA ») est adsorbée cn masse sur
chitine pulvérisée (*) (4.4 mg. de chitine en suspension pour 200 U. G.;
durée du brassage : 10 minutes). On centrifuge (2600 tours/minute
pendant 10 minutes) et on décante. Le culot, de chitine est lavé par une
solution de tampon acide citrique-Na,HPO, 0.02 m de pH 5.2, cenlri-
fugé et décanté a nouveau.

ie culot de chitine lavée esl mis en suspension dans un tampon
acide citrique-NagHPO, 0.1 de pH 5.2 (8 ml. pour 100 mg. de chi-
tine). On ajoute un peu de thymel comme antiseptique, on porle la
suspension 4 360 G. et on agite de temps en temps jusqu’a solubilisa-
tion des 4/0 de la chitine. On laisse alors s’achever I'hydrolyse de
I'adsorbant & +-1° C. On centrifuge aprés digestion compléfe (solution

« GD »).

(lj Pour la préparation des sdspensions de chitine pure pulvérisée et la sélection
des suspensions les plus tavorables & I'adsorplion de la chitinase au cours de ce
procédé, voir JEUNIAUX, 1958,

Juslification du procédé :

a) Adsorplion sur chiline
que celle sur colonmes du
rendement est au moins a
observé & pH 5253 et &
de la force ionique est Lou
goit superflu de soumetlre

b) Elution de la chilina:
les conditions de pHl et di
désorber plus de 20 % de
tine pulvérisée. L'hydroly:
'eftet de la chitinase ads
ciable de Penzyme (60 & S(
s'accomplit rapidement &
mique de enzyme, celul-
Lorsque la proporkion de
est indiqué de laisser s’a
laquelle 'activité de la ch

¢) Reésullats » La solulic
lité des pigments du filtr:
la solution ¢« CD » est 7 a
par rapport aux ¢ probéin
peptidases du filtrat acid
{tableau I).

2. — PRECIPITA

La solation « CD » esb
solution saturée en (N¥L,
Le précipité est recueilli
un tampon acide citriqu
correspond au 1/6 de F

3. — FRACTIONN
Le précipiié formé A |
ration en sulfate ammo!

confre une solution tros

(solution « SA,50 ).
4, — |

Au terme des man
tinolytique de la solu
que celle du filtrat

o



400 C. L'hydrolyse de la
5. (bain de glace fondante).
représenle encore environ
- optimum de 400 C.

de purification

ur les adsorbants usuels
s de phosphate trical-
strat, la chitine, est trés
séquences sur le méca-
3 les cultures en milieux
15 adopté un procédé
constitue une premiére
ification de la chitinase.
1t au pH 5.2 (optimum
tine). Elle est suivie de
sulfate ammonique. Le
ration et de la purifica-
Térentes manipulations.

E PULVERISEE
(EE DE L'ADSORBANT

4 8.5, esk amené au pH H.2
int maintenue 4 00 C.; on

st adsorbée en masse sur
uspension pour 200 U. C.;
rifuge {2600 tours/minute
de chiline est lavé par une
0.02 m de pH b.2, centri-

spension dans un tampon
ml. pour 100 mg. de chi-
ankiseptique, on porte la
temps jusqu’a solubilisa-
. s’achever 'hydrolyse de
gestion compléte (zolution

pure pulvérisée el la sélection
le la chitinase au cours de ce

CHITINASES (1) 601

Juslification du procédé :

a) Adsorption sur chiline : L’adsorplion «en masse» est plus aisée
que celle sur colonnes de chitine, qui se colmatent rapidement; le
rendement est au moins aussi bon. Le maximum d'adsorption a été
observé & pIl 5.2-5.3 et & force ionique tres faible (0.01). L’influence
de la force ionique est toutefois suflisamment peu marquée pour qu'il
goit. superflu de soumettre les filtrats 4 une dialyse préalable.

b) Elution de la chitinase . En modifiant, méme considérablement,
les conditions de pH et de force ionique des suspemsions, on ne peub
désorber plus de 20 %, de la quantité de chitinase adsorbée sur la chi-
tine pulvérisée. L'hydrolyse enzymatique spontanée de la chitine, sous
I'effet de la chitinase adsorbée, permel seule une récupération appré-
ciable de 'enzyme (60 & 80 %, de la quantité adsorbée). Gette hydrolyse
s’accomplit rapidement 4 360 C., sans risques de dénaturation ther-
mique de Uenzyme, celui-ci étant stable en présence de son substrat.
Lorsque la proportion de chitine solubilisée est de 80 9%, environ, il
est indiqué de laisser s’achever I'hydrolyse & +1° C., température 4
laquelle 'activité de la chilinase est encore appréciable (voir ci-dessus).

¢} Résultals - La solution « GD » est & peine colorée : [a presque Lota-
lité des pigments du filtrat a été éliminée. Par rapport au filtrat brut,
la solution &« GD » est 7 & 8 fois plus riche en chitinase ; la purification
par rapport aux « protéines » totales est de 4 4 9 fois ; par rapport aux
peptidases du filtrat acidifié « FA », la purificalion est de 12 & 75 fois
(tableau I).

2. — PRECIPITATION PAR LE SULFATE AMMONIQUE

La solution ¢« GD » est ajustée au pH 5.2 ; on y ajoule, & 0° G, une
solution saturée en (NH,),50,, jusqu'4 atteindre 55 9, de la saturation.
Le précipité est recueilli par centrifugation et remis en solution dans
un tampon acide citrique-Na,HPO, 0.05 M de pH 5.2, dont le volume
correspond au 1/6 de la solution « CGD » iniliale {solution «8A;-55 »).

3. — FRACTIONNEMENT PAR LE SULFATE AMMONIQUE

Le précipité formé & 0° C. et & pH 5.2 entre 30 et 50 9, de la satu-
ration en sulfate ammonique est recueilli par centrifugation et dialysé
contre une solution trés diluée de sulfate ammonique (0.1 %) & pH 6
(solution «SA,-B0 »).

4. — BILAN DE LA PURIFICATION

Au terme des manipulations décrites ci-dessus, l'activité chi-
tinolytique de la solulion finale « SA,-50 » est 70 fois plus élevée
que celle du filtrat brut (tableau I). 0.01 ml de la solution
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SA,-60 hydrolyse complétement 1.8 mg. de chitine pulvérisée
en 2 h. 4 370C. et a pH b.2. Le rendement en enzyme est de
27.7 %, La purification par rapport aux ¢« protéiness» est de
9 & 25 fois (selon la teneur initiale, variable, en « protéines »).

La solution S8A,50 présente encore une légére activilé pro-
téolytique. Par rapport aux peptidases, la chitinase a été puri-
fiee 260 fois. La cellulase présente dans le filtrat brut a été
complétement éliminée au cours de la purification. Quant aux
sucres aminés, résultat de ’hydrolyse enzymatique de 1’adsor-
bant-chitine, ils ont été éliminés au cours des fractionnements

TaBLEAU 1. — Bilan de la purificalion de la chilinase de Streptomyces sp.,
souche Al (culture en milieu de CzaPEx, sans glucose, conlenant 12 g.
de chilineflilre)

Fractions ()
FB A GD  [SA-565 | 5A,-50
Volume {ml.} ...... e 6400 G800 375 60 25
Chitinase : U. C./ml. ..... 34 28 260 1450 2410
Récupération ....... we-.. | 1009, 87.5 9 [44.8 9| 40 9% |27.7 %
«Protéines» : mg./ml. (2)... 0.73 0.67 1.54 3.8 5.7
Activité spécifique (U.C./mg.
¢proléines»} .......... 46.5 41.8 | 168.8 | 381.5 | 421.0
Peptidages : Unités/ml. .. .. 16 90 10 30 30
Activilé spécifique (U.C. /uni-
1és peptidases) ......... — 0.31 26 48.3 80
Cellulase (3) ............. 40.0 — — — 0.0
Pouvoir réducteur (&) ..... 200.0 — — — 0.0

(") FB = Filtral Brul inilial; FA = Filtrat acidifi¢ ; CD = solulion concentrée
par adsorplion sur chitine et lyse de I'adsorbant ; SA1 56 et 8A,-50 = premler ek
second [raclionnements par (NH,),50, (détails dans le texte).

(?) Dosage par Folin-Ciocalteu ; valeurs exprimées en mg. de sérumalbumineg/ml,

(?) En pg. de glucose libérés pal‘ 0.2 ml. de solution aprés 1 h. d’incubation
a4 37¢ C. en présence de carboxyméthylcellulose.

(*) En pg. de glucose par ml
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par le sulfate ammonique, car la solation finale ne manifeste
plus de pouvoir réducteur,

III. — Critéres de pureté de Ia solution finale

1. — KEs8AIS ULTERIEURS DE PURIFICATION

Des essais de dénaturation thermique en présence de sulfate
ammonique, d’adsorption sur gels d’alumine a différents pH,
ou de fractionnement par 'éthanol n’ont pas permis d’augmenter
lactivite spécifique de la chitinase. La solubilité de la chitinase
dans léthanol 50 vol. %, a —95°C., en fonction du pH, est
rigoureusement identique a la solubilité des protéines totales
(tableau II), ce qui suggére que chitinase et protéines de la
solution SA4-H0 constituent une seule et méme substance.

2. — SOLUBILITE EN PRESENCE DE SULFATE AMMONIQUE

EN CONCENTBATION CROISSANTE

La figure | montre que le logarithme de la solubilité des
protéines; exprimée en mg. d’azote proléique soluble, est une
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fonctign linéaire de la. concenbration en sulfate ammonique. Les
protéines de la solution SA,-50 possédent donce la méme constante
de solubilité. Le logarithme de solubilité de la chitinase est
également une fonction linéaire de la concentration en sulfate
ammonique. La valeur aberrante obtenue 4 la fin de la préci-
pitation est probablement due & une inactivation partielle de
'enzyme. Les deux droites obtenues sont paralléles. La chiti-
nase et les protéines de la solubion SA,-H0 possédent donc les
mémes propriétés de solubilité vis-a-vis des solutions de sulfale

ammonigue.
3. — ULTRACENTRIFUGATION (')

La solution SA,H0, dialysee, contenant 1950 U. C./ml. el
5 mg. de protéines/ml., ost soumise a l'ulfracentrifugation, en
ultracentrifuge ¢ Spinco », modéle E, a 59 780 tours/minute, &
Ja température de 21.5-22°C. Les clichés photographiques
montrent un pic d’ultracentrifugation qui reste symétrique
pendant toute la durée de I’expérience, soit 88 minutes (fig. 2).
Les protéines de la solution SA,-B0 se comportent donc de
facon homogéne, au point de vue de leur masse moléculaire,
sans polydispersité apparente. La constante de sédimentation
est de 3.42 Unités Svedberg. En admettant que les molécules
sont symétrigues, le poids moléculaire serait. donc voisin de

30 000.

T, . — Uliracenirifugalion de la solulion de chilinase $A4,-50, @ 59 730 lodr‘sfmin. ;"
o gauche : aprés 32 min. ; it droile : aprés 38 nin.

() - Nous remercions vivgment le Dt E. FREpERIGY, qui-a blen voulu aflfectuer
cette ultracentrifugalion et en étudier les résultals. I R
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IV. — Analyse électrophorétique en milieu gélifié

1. — MfrHobpEs (1)

L'analyse électrophorétique en gélose de Gorpon ef al. (1950)
permet d’isoler aisément les constituants séparés par électro-
phorése, de les récupérer et de les caraclériser.

La gélose a4 1.5 9%, contenant un tampon véronal sodique-HGI
0.051 M et du merthiolate de Na & 1/10 000, est coulée en plaques de
3 A 4 mm. d’épaisseur ; des ponts gélosés établissent le contact avec
deux solutions du méme tampon, entre lesquelles on établit une diffé-
rence de potentiel de 60 volts (40 mA par plaque). La solution de pro-
téines A analyser est préalablement introduite, sous forme de solution
gélosée, dans une «niche » de 3 > 10 mm,, découpée 4 I'emporte-piéce
dans I'épaisseur de Ja gélose (volume : 0.11 ml.).

Aprés électrophorése (6 & 8 heures, & 21-22¢ (i), on fixe les pro-
téines par un bain d’acide acétique 0.2 m dans I'éthanol 60 vol. %, Les
protéines précipitent en bandes opaques dont la position par rapport
3 la niche de départ permet de délerminer, sur une plague de gélose
identique, mais non fixée, la position des différents comstituants ;
ceux-ci peuvenl é&tre isolés, en découpant la gélose au moyen d’'un
emporte-piéce calibré. Ces fragments de gélose mon fixée sont dila-
cérés dans une solution tampon (homogénéiseur de Potter). Dans la
solution surnageant aprés centrifugation, on dose la chitinase (méthode
néphélométrique) et les protéines (réaction de Folin-Ciocalteu). Les
bandes de gélose témoins, comme celles ayant servi au prélévement
des factions isolées, sont enfin séchées, puis colorées 4 I’Amidoschwarz
(UnrieL et GraBaRm, 19956). '

L’électrophorése en gélose aflecte sensiblement l'activité enzyma-
tique de la solution : on constate une perte de 38 9, environ d’activité
chitinolytique, perte due surtout & Pincorporation & la gélose main-
tenue fiuide 4 500 C., et A la station pendant 6 h. & 22° C. en présence
de tampon vérenal-HCL La chitinase est, en effet, assez labile en
I'absence de son substrat. Les électrophoréses en gélose contenankt de
la chitine ne présentent pas ces inconvénients (voir ci-dessous).

Les proléines de la solution purifiée BA;-H0 se comportent de
fagon approximabivement homogéne au cours de Délectro-
phorése 4 pH 7.4, et migrent vers le pdle négatif. Au cours de
I'électrophorése 4 pH 8.2, les protéines de la solution purifiée
se séparent en 4 handes trés voisines, d’importance inégale
(fig. 3). :

(Y) Nos plus vils remerciements vont au DT J. SALMON, qui-nous a ‘aidé & réaliser
toutes les électrophordses en gélose.” ’ oo T : C

Fic. 3. -— Electrophorésc d
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16, 3. — Electrophorése de 1a solution de chilinase SA,-50 en milieu gslifie,
a pH 8.2,
2. — ANALYSE QUANTITATIVE DES FRACTIONS I1sOLEES A PH 8.2

On analyse la teneur en chitinase et en protéines des 4 frac-
tions Q, L, M et N (fig. 4), isolées par électrophorése & pH 8.2,
prélevées a 'emporte-piéce, et mises en solution par dilacération
de la gélose dans un tampon KH,PO,-Na,HPO, 0.1 m de pH 7.
D’autre part, afin d’apprécier le degré d’inactivation de I'enzyme,
consécutif a I'électrophorése, on préléve une « bande totale » B,
qui, dilacérée de la méme maniére, constitue le témoin (fig. 4).

Le tableau IIT montre que :

a) Vactivité spécifique des fractions M et N est & peu prés
identique . celle de la fraction Q est nettement plus basse;
celle’ de la fraction L est intermédiaire.

b) la somme des protéines récupérées dans les quatre fractions
constitue b8 9, de la quantité de la « bande totale » B. L'activité
chitinolytique récupérée dans la somme des 4 fractions ne repré-
sente que 42 9, de 'activitée totale B. Les fractions séparées
par électrophorése et extraites isolémenl ont une activité spé-
cifique systématiquement inférieure a celle de l'ensemble des
fractions enzymatiques.

Ces observalions suggérent que des chitinases, différenies au
point de vue de leurs charges électriques, et dont l'activité
enzymatique serait synergique, ont été séparées au cours de
'électrophorése. Cette hypothése est vérifiée dans 'expérience
suivante. '
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TapLEAU I11. — Analyse quantilalive des fractions isolées par éleclrophorése

d pH 8.2
«Bande Fraclions isolées (1)
tolale » -
B (1) Q L. M N
Chitinase (activité tolale) en
U.Co i ia e 146 13.4 17.6 15.5 14.8
Protéines (total) en mg. ... | 0.5830|0.0864 0.0992 [ 0.0800 1 (.0752
Activité spécifique (en :
U.C./mg. protéines) ..... 247 |- 1bbH 177 194 197
1
Récupéralion . ........... B Somme des fractions Q. L. M. et N
Chilinase :
(total)en U. G.......... 146 61.3
en % .. 100 9, 42 9
Proléines :
(total) en mg. ......... 0.588 ‘ 0.381
en % ..o 100 94 58 %

™ Toutes les valeurs ont 6té calculées pour un volume de 0.22 ml. de golution
gélosée (ce qui correspond au volume de 2 fragments de gélose prélevés a4 I'emporte-
piéce).

3. — BEPARATION DES CHITINASES PAR ELECTROPHORESE ;
MISE EN BVIDENCE D'UNE ACTION SYNERGIQUE

La solution $A,50 est soumise 4 'électrophorése & pH 8.2
pendant 6 h.; on préleve les dillérentes fractions Q, L, M et N,
ainsi qu'une « bande totale » B. On compare la Leneur en pro-
Léines et l'activité chitimolytique de la « bande totale » a celles
des fractions isolées, et & celles des mémes fractions, mélangées
expérimentalement deux & deux. L’examen du Lableau 4 permet
de tirer les conclusions suivantes. : ' ‘

a) Les activités spéciliques des fractions L, M el N sont
pratiquement identiques. 8'il y avait une impureté protéique
dans ces fractions, il faudrait lui attribuer une distribution
identique A celle de la chitinase, ce qui parait improbable. 1l
semble plutdt que les trois fractions L, M et N sont constituées
de chitinases isolées, dont Vactivité spécifique est identique,
mais dont la vitesse de migration électrophorétique est légere-
ment différente (tableau 1V, A).

F1a. 4. — Electrophartse ©
I, M

b) La fraction © ]
plus basse que celle
sence d’une impurete
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F1g. 4. — Electrophorése en milieu gélifié 4 pH 8.2. Prélévement des fractions Q,
L, M ct N et de la « bande fotale » B,

b) La fraction Q présente une activité spécilique nettement
plus basse que celle des autres fractions, ce qui indique la pré-
sence d'une impureté protéique, dont la concentration relative,
dans la solution totale, n'excéde pas 4.5 9.

En effet {tablean IV, A), admeltons que Pactivité spécifique
maximur des chitinases aprés électrophorése soit égale a 266 U. G./mg.
de protéines (valeur de M); dans ce cas, les 11.6 U. C. de la solution Q
correspondent & 0.0437 mg. de protéines chitinolyliques. La solution Q
contiendrait donc 0.0293 mg. de protéines non chitinolytiques, ce qui
représente 4.5 9, de la Leneur Lotale en protéines de la solution B.

¢} Comme dans l'expérience précédente, I'activité spécifique
des fractions isolées est plus basse que celle de la «bande
totale » B,
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d) En mélangeant deux & deux les fractions isolées, dont on
a’ préalablement dosé la chitinase el les protéines, on consltate
une activité légérement mais significativement plus élevée que

Pactivité théorique. Cette, action synergique est particuliére- .

ment nette pour les mélanges L'+ M et L + N (tableau IV, B).

e) La partie C du tableau IV montre la récupération relative
de Pactivité chitinolytique et des protéines totales. Si I'on fait
la somme des valeurs trouvées pour les 4 fractions, on constate
une récupération de 53.9 9, pour les protéines, et de 44.8 %,
seulement pour Vactivilé chitinolytique. Par contre, si I'on fait
la somme des valeurs expérimentales obtenues pour les mélanges
Q + M et L 4+ N, on trouve 52.3 % de l'activité de Ja «bande
totale » B, ce qui correspond bien & la proportion des protéines
récupérées (H3.9 %).

En conclusion, Ja diminution d’activité spécifique dans les
fractions isolées est due A la séparation des différentes chiti-
nases qui constituent la solution enzymatique purifiée. Ces chi-
tinases, dont la vitesse de migration électrophorétique est, légé-
rement différente catalysent de fagon synergique la lyse de la
chitine.

4. - BLECTROPHORESE EN MILIEU GELIFIE
CONTENANT DE LA CHITINE

On soumet la solution SA,50 & I'électrophorése 4 pH 8.2, mais
dans une gélose a laquelle on a incorporé une suspension de chi-
tine pulvérisée (conc. finale S 1 g [litre). _

Au fur et & mesure que se déroule la migration électrophoreé-
tique, on voit la chitine se dissoudre sur le trajet suivi par la
chitinase. Mais on distingue deux zones de lyse, bien individua-
lisées : la zone de lyse compléte est précédée d’une zone de lyse
partielle (fig. 5). Aprés 6 h: d’électrophoreése, la fixation par le
mélange d’acide acétique et d’alcool fait apparaitre une bande
de protéines précipitées, en forme de croissant, & une des extré-
mités de la zone de chitinolyse la plus intense, du coté du pole
négatif.

L’Amidoschwarz colore la chitine en bleu foncé, ainsi que les
protéines ; on distingue (fig. 6), de la niche de départ vers le
pole négatif :

1) une zone de chitinolyse compléte,

Trg. 5. — Elcctrophordse
gélifié contenant de 1a chit

Tre. 6. — Idem: plagne
(chitine seule); en |
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Tia. 5. — Eleclrophorése de la solution de chitinases purilices & pIT 8.2 en m.ili'eu
gélifié contenant de la chitine pulvérisée ; aprés G h. - plaques de gélose non lixées
¢t non colorées.

i

TFia. 6. — Idem : plaques fixées el colorées par l‘Amjdosc'hlwarz. En h_al_lt: Lémoin
(chiline seule); en bas : aprés migration électrophorélique des chitinases.
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2) & lextrémité de cette zone, Ie croissant. de protéines
précipitées,
3) une zone de chitinolyse partielle,

4) une nouvelle bande de protéines précipitées, mais beau-
coup moins dense que la précédente, eb

5} une deuxiéme zone de chilinolyse partielle.

En conclusion, méme en présence de chitine, ¢’est-a-dire dans
des conditions favorables & la protection de la chitinase contre
toute dénaturation pendant l'dlectrophorése, les protéines de la
solution SA,-H0 se fragmentent en plusieurs constituants, doués
d’activité chitinolytique, et migrant a des vitesses dilférentes.

V. — Conclusions

1) La méthode proposée pour la purification de la chitinase
est rapide et nécessite peu de manipulations. Elle comprend
deux étapes essentiellement sélectives : Ja technique de pro-
duction de Venzyme et le premier stade de sa purification. La
source de chitinase est un filtrat de culture d’un micro-orga-
nisme a potentialités chitinolytiques particuliérement déve-
loppées, cultivé dans un milieu ne contenant que de la chitine
comme source d’azole et de carbone. La fraction protéique de
ces filtrats de culture est constituée en grande partie par des
chitinases, condition favorable a l'isolement de l'enzyme.

2) La premiére étape de purification, qui permet une concen-
tration importante de l'activité, met & profit la grande afiimté
de la chitinase pour son substrat et le peu d’affinité des protéines
des filtrats de culture pour les suspensions de chitine utilisées ().
Tl résulte de cette adsorption spécifique une purification impor-
tante de la chitinase. -

L’alution de la chitinase adsorbée est trés malaisée ; de bons
résultats sont obtenus en laissant simplement s’accomplir

{!) Ce n’est pas le cas de toutes Jes protéines : les arllropodines des cuticules
d’insectes, par exemple, s'adsorbent sur la chitine (Hackman, 1955), Le maximur
d'adsorplion a éié observé & pH 5 el 4 force ionique faible, comme pour la chitinase.
Mais on obtient une élution presque compléte de ces protéines en lavant la chiline
par un tampon de pH 9.
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I’hydrolyse enzymatique de l'adsorbant sous I'effet de 'enzyme
adsorhé.

3) Apres solubilisation de la chitine utilisée comme adsor-
bant, deux [ractionnements par le sulfate ammonique suffisent
pour éliminer les produits d’hydrolyse de la chitine et la plupart
des derniéres impuretés protéiques, tout en permettant de
concentrer 1'activité enzymatique.

4) La solution finale n’est pas tout & fait pure : la proportion

‘de protéines non douées d'activité chitinolytique ne dépasse
I

toutefois pas 4.5 %,.

5) A parb cette impureté protéique, la solution finale est
constituée de trois protéines douées de propriétés chitinoly-
tiques, de poids moléculaire identique, voisin de 30 000 et pos-
sédant les mémes propriétés de solubilité dans les solutions de
sulfate ammonique, et dans ’éthanol 50 vol. % a différents pH.
Ces chitinases différent légérement par leurs propriétés électro-
phorétiques a pH 8.2. L’activité spécifique de ces trois chiti-
nases étudiées séparément est identique; I'activité chitinoly-
tique est semsiblement plus élevée lorsque ces itrois enzymes
agissent simultanément sur la méme suspension de chitine
{synergie).

6) Cette solution de chitinases purifiées est dénuée d’activité
cellulolytique ou amylolytique; elle permet d’hydrolyser la
chitine « pulvérisée » et les structures cuticulaires chitineuses
aprés purification {¢ chitine native »); elle peut également atta-
quer in sifu la chitine des endocuticules d’insectes, sans en
altérer les constituants protéiques. Cette solution de chitinases
purifiées a été utilisée avec succés comme réactif spécifique de
la chitine pour la détermination de la composition chimique de
la couche membraneuse des cuticules de crabes {JEUNIAUX,
1959} et, comme nouvelle méthode histochimique, pour la mise
en évidence de chitine sur coupes de tissus d’invertébrés
(JeuniaUX, inédil).

VI. — Résumé

L’auteur décrit un procédé permettant, de purifier et de con-
centrer I'exochitinase d’un streptomycéle. Ce procédé consiste
essentiellement en une adsorpltion ¢« en masse » sur chitine col-
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loidale, suivie de lavage el d’hydrolyse enzymalique de P'adsor-
bant, puis de deux fractionnements successifs par -le sulfate
ammonique. L’activité chitinolytique a elé ainsi concentrée
70 fois avec un rendement de 27 %.

La solution purifiée est homogéne a I'ultracenlrifugation (poids
moléculaire = environ 30 000) et aux tests de solubilité dans les
solutions de sulfate ammonique ou d’éthanol.

L’¢lectrophorése en gélose a pH 8.2 permel de seéparer, outre
une impureté protéique (4.5 % de la concenlration tolale en
protéines), trois chitinases distinctes. Ces trois chilinases pos-
sédent des propriélés électrophoreéliques légerement dilférenles,
mais présentent la’ méme activité spécifique; lorsqu'on les
recombine, elles catalysent de fagon synergique la lyse des sus-
pensions de chitine.

Summary

The purification and concentration of the exochitinase of a
streptomnycete are described. The procedure consists essenlially
of a « mass » adsorption on colloidal chitin, followed by washing
out and enzymic hydrolysis of the adsorbant, and ol (wo conse-
cutive fractionnations by ammonium sulfate. The chitinolytic
activity has been concentrated 70 times, with a yield of 27 %.

The purified solution 1s homogeneous in the ultracentrifuge
(molecular weight = 30 000) and also during the tests of
solubility in ethanol or ammonium sulfate solutions.

By electrophoresis at pH 8.2 in agar-agar plales, it has been
possible to isolate three different chitinases, besides a small
fraction of a non-chitinolytic protein (4.5 o). These Lhree
chitinases show slightly different electrophoretic patlerns ; they
have however the same specific activities, but, when they are
recombined, a synergistic effect on chitin hydrolysis is observed.
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