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COMMUNICATION BREVE

Recu le 26 janvier 1957.

De quelques tests d’homogénéité appliqués 4 une solution
de chitinase microbienne purifiée, par Ch. Jeunraux (1)
(Université de Liége, Institul L. Fredericq, Laboraloives de
Biochimie) (1 figure).

Nous avons défini (Jeuniaux, 19565) les conditions de culture
permettant d'obtenir des filtrats riches en chitinase el pauvres
en matiéres organiques & parlir d'un streptomyecéle chitinoly-
tique particuliérement actif, isolé du sol (souche A 1). Nous
avons concentré la chitinase de ces lilirats de culture par le
procédé suivant (JEuniavx, 1956) :

a) acidification du filtrat de culture, jusqu'a pH 5.2;

b) adsorptions successives sur chitine pulvérisée, a pH 5.2 et
& 00 C; lavage de la chitine et digestion sponfanée en tampon
acide citrique-Na,HPO, 0.1 M, de pH 5.2, a 36°C (fraction
« CD »};

¢) précipitation par le sulfate ammonique (55 %, de la satu-
ration) et solubilisation du précipité a pH 7 (fraction « SA,»);

d) nouvelle précipitation fractionnée par le suifate ammonique
a 00C; le précipité formé entre 30 et HO 9, de la saturation
esl remis en solution dans un tampon d’acide citrique-Na,HPO,
0.05 m de pH 6.2 (fraction ¢« SA,-B0»).

La fraction finale est 70 fois plus riche en chitinase que le
filtrat de culture initial. Le rendement de la concentration est
de 28 9,. Cette concentration s’accompagne d’une purification
de 9.0b fois par rapport aux protéines (%) et de 258 fois par

(1) Aspirant du Fonds National de la Recherche Scientifique.

(?) La concentration initiale en protéines, dosées par la mélhode de Folin-
Ciocalten, varie dans une large mesure d'un filtrat de culture 4 l'autre. La
purification apparente est moins spectaculaire dans le cas présent que celle
obtenue au cours d'autres essais, & partir de filtrats % ou 3 fois plus riches en
protéines (JrunNtAUX, 1956).
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rapport aux protéases. D'autre part, activité cellulolylique du
filtrat initial a été totalement éliminée.

Nous avons essayé de poursuivre la purification de la chitinase
par adsorption sur gel d’alumine et par fractionnement a
I'éthanol. Au cours de ces essals de fractionnement, chitinase
et protéines totales se sont comportées de fagon identique, et
il n'a pas été possible d’augmenter 'activité spécifique de
I'enzymnie.

Nous avons soumis la préparation de chitinase concentree
« SA,-50 » aux tests d’homogénéité suivants :

1) Solubililé en présence de sulfale ammonique en concentration
croissanle. — A une solution de chitinase concentrée SA,-H0, on
ajoute progressivement du sulfate ammonique en solution
saturée a 0o C. On mesure la concentration de la phase liquide
en chitinase et en protéines. Le logarithme de la concentration
en chitinase est une fonction linéaire de la concentration molaire
en sulfate ammonique, ou de la force ionique si on admet que
tout le sel ajouté est ionisé. Le logarithme de la concentration
en protéines non précipitées est ¢galement une fonction linéaire
de la concentration en sel. Les deux droites sont paralléles.

Les protéines de la solution SA,50 possédent donc les mémes.

propriétés de solubilité que la chitinase en présence de sulfate
ammonique.

2) Ultracentrifugation. — La fraction purifiée SA;-DO est.
dialysée pendant 18 h. 4 0° C contre 2 litres de KH,PO,-Na,HP O,

0.05 M, de pH 7. La dialyse entraine une légére diminution de
'activité spécifique de la chitinase. La solution dialysée, conte-
nant 1950 Unités-chitinase/ml. et b mg. de protéines par ml.,

est soumise 2 l'ultracentrifugation, & Vultracentrifuge Spinco,.

modele E, 4 59.780 tours/min., & la température de 21.5-22° C.

Les clichés photographiques montrent un pic d’ultracentrifu--
gation qui resle symétrique pendant toute la durée de l'expé--

rience (88 min.). Les protéines de la solution se comportent
donc de fagon homogeéne au point de vue de leur masse molé-

culaire, sans polydispersité apparente. La constante de sédimen--

tation est de 3.42 unités Svedberg, ce qui indique, en supposant

les molécules symétriques, un poids moléculaire voisin de:

30.000 (fig. 1)-
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Fig. L. — TUllracenlrifugation
de la solution de chilinase puriliée SA;-b0, a4 58.780 Lours/min.

4 gauche : aprés 32 min.;
4 droite : aprés 88 min.

3) Analyse élecirophorétique en milieu gélifié. — Nous avons
utilise la méthode d’analyse électrophorétique en gélose de
Gorpox el al. (1950) qui permet d’isoler aisément les dillérents
constituants séparés par électrophorése el de les caractériser. Les
protéines ont été colorées par ' Amidoschwarz aprés fixation au
moyen d’acide acétique 0.2 m dans de lalcool éthylique
60 vol. 9% (UmieL et GraBam, 1956). La position des bandes
colorées permet de déterminer la position des différents consti-
tuants dans une gélose non fixée et non colorée, et de les isoler
en découpant la gélose. Apreés dilacération des fragments de
gélose dans un solvant au moyen d’un homogénéiseur de Potter,
on mesure la concentration en chitinase et en protéines dans le
liquide surnageant aprés centrifugation.

A pH 7.4, en tampon véronal-HCL 0.05 M, les protéines de la
solution SA,-H0 migrent en masse vers le pdle négatif. A pH 8.2
dans le méme tampon, les protéines se séparent en trois bandes
de concentration inégale. A ces trois bandes de protéines,
correspondent trois zones d’activité chitinolytique. L’activité
spécifique, en Unités-chitinase par mg. de protéines, est appro-
ximativement identique dans les trois fractions, mais elle est
un peu plus basse que I'activité spécifique d’une solution témoin.
En mélangeant les constituants séparés par electrophorese on
retrouve l'activité spécifique initiale.
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Ces résultats suggérent la présence de plusieurs chitinases
différant légérement par leurs charges électriques a pH 8.2 et
catalysant de facon synergique I’hydrolyse de la chiline.

En conclusion, la solution de chitinase concentrée SA,-H0 est
homogéne & l'ultracentrifugation et au test de solubilité en
présence de sulfate ammonique. L’&lectrophorése en gélose
permet de séparer trois constituants, qui semblent bien &tre
trois chitinases différentes. L’examen quantitatif des résultats
de Vlanalyse électrophorétique indique que cetle solution

de chitinase concentrée ne contient pas plus de 5 % de EXCERI

protéines non douées d’activité chitinolytique.

Nous désirons remercier le D* Eugéne FREDERIGQ, qui a bien voulu

étudier les résultats de l'ultracentrifugation, et le D* Jacques SALmON, lit tons les périg
qui nous a aidé & réaliser les électrophoréses vn gélose. en langue
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