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SUMMARY 

Teichoic acid-mucopcplide complex o/cell walls o/ Bacillus megaterium KM 

Walls of a batch of Bacillus megalerium KM contain a polyol phosphate compound 
which, in contrast with BADDILEY'S teichoic acids, is not extracted by cold tri- 
chloroacetic acid. 

I t  has been isolated by paper electrorheophoresis from the non-dialysable fraction 
obtained after incubation of the walls by lysozyme. 

Owing to the chemical analysis, it is associated with mucopeptide residues and 
the whole complex represents -rAo o//o, dry weight, of the walls. 

The degradation of this complex by two Streptomyces enzymes enables the identi- 
fication of three fragments: a teichoic fragment of polyol phosphate, glucose and N- 
acetylglucosamine; a mucopeptide fragment of amino acids and N-acetylmuramic 
acid; a disaccharide fragment 6-O-fl-N-acetylglucosaminyl-N-acetyl-muramic acid. 
I t  is believed that the latter represents an unit of a poly-N-acetylhexosamine back- 
bone of the basal mucopeptide of the wall. 

The teichoic fragment is liberated from the whole colnplex under the action of 
both Streptomyces enzymic preparations FI  or F2B. I t  can also be obtained by in- 
cubating directly the walls with each of those preparations. The disaccharide fragment 
is liberated under the action of the F2B amidase. 
l Approx. 6 %, dry weight, of the walls consist of glucose (probably a polyglucose) 
non associated with the teichoic acid-mucopeptide complex. 

N-acetylmuramic acid and various oligosaccharides consisting of N-acetyl- 
glucosamine alone or of both N-acetylglucosamine and N-acetylmuramic acid, give, 
on paper, a pink coloration with the diphenylamine-trichloroacetic reagent which 
allows them to be distinguished from N-acetylglucosamine. 

INTRODUCTION 

Les acides t6ichoiques que BADDILEY et al. 1 ont isol6s ~ partir d'extraits trichlor- 
ac6tiques des parois cellulaires de Lactobacillus arabinosus, de Bacillus subtilis et 
Staphylococcus aureus sont des polym6res de phosphates de polyol dont certaines 
fonctions hydroxyles sont condens6es avec une mol6cule de glucose ou une mol6cule 
de N-ac6tylglucosamine, elles-m~mes associ6es ~ un r6sidu D-alanyle par une liaison 
a-amino ester. L'acide t6ichoique extrait des parois de B. subtilis a 6% plus parti- 
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culibrement 6tudi6 ~. I1 est constitu6 d'une chalne de neuf unit6s D-alanyle-4-O-fl- 
D-gluco-pyranosyle-D-ribitol-5-phosphate. 

Ces acides t6ichoiques extraits par l 'acide trichlorac6tique froid seraient associ6s 
au reste de la paroi bact6rienne par des liaisons ioniques. Cependant, la quantit(, 
d'acide t6ichoique extraite est toujours inf6rieure "k celle pr6vue par le contenu en 
phosphore des parois. Selon les bact6ries examin6es et les conditions dans lesquelles 
celles-ci ont 6t6 cultiv6es, le rendement de l 'extraction varie de o ~ 8o %. Ainsi, 
ARMSTRON6 et al. 2 ont observ~ que l 'extrait  trichlorac(~tique des cellules de B. subtilis 
cultiv6es en pr6sence de quantit6 assez ~lev~e de glucose (2 (!'o) (au lieu de peptone-  
NaC1) ne contient pas d'acide t6ichoique. 

De m~me, il a 6t6 observ6 que la totalitY, des acids t~ichoiques d'une pr@aration 
de parois cellulaires de Bacillus megaterium KM r6siste ~ l 'extraction par une solution 
d'acide trichlorac6tique & IO o (o°) • La pr6sente recherche a eu pour objet la consti- 
tution de ces acides t6ichoiques et la fa~on dont ils s'intbgrent dans la structure des 
parois. Elle a consist6 dans la s@aration et l 'analyse d'un certain nombre de produits 
de d6gradation, obtenus par l 'hydrolyse partielle, enzymatique et chimique, des parois 
de B. megalerium KM. 

MATI~RIEL ET METHODES 

Parois cellulaires 

B. megaterium KM a 6t~ cultivd en milieu pepton6 5 %, ~t 25 °, avec a6ration 
forc6e. Les parois ont ~t6 pr@ar6es par le proc6d4 de SALTON ET HORNE a. 

Enzymes 

Outre le lysozyme du blanc d'oeuf (Armour), deux autres pr@arations enzyma- 
tiques - F I  et F2B - obtenues par fractionnement du filtrat de culture d'un Strepto- 
myces 4-s ont 6t~ utilis6es. Les conditions d'incubation k 37 ° ont 6t~" Enzyme/Substrat  
= o.oi pour FI  et le lysozyme; o.o2 pour F2B; tampon ac6tate ammonique, o.o 5 21f 
pour F I  et le lysozyme; o.oo5 M pour F2B. 

Chromalographie et dleclrorh~ophor~se 

Les chromatographies ont 6t6 r6alis6es sur papier Whatman No I e t  les 61ectro- 
rh6ophor6ses sur papier Whatman 3 MM, au moyen de l 'appareil Electrorh6ophor 
Pleuger (Anvers, Belgique), d 'un cadre utile de 40 cm/4o c m e t  aux pH 2.5 (acide 
ac6tique o.I N), 4 (acide ac6tique-pyridine-eau (9:2:1ooo, v/v/v)) et 5.5 (acide 
(acide ac6tique-pyridine-eau (2 : 4: iooo, v/v/v)). 

Identifications sur papier 

Les acides amin6s et les hexosamines ont ~t6 d6tect6s par la ninhydrine (0.2 % 
en ac6tone), les hexosamines par le r6actif de PARTRIDGE ET \AcrESTALL 9, les N-ac~tyl- 
hexosamines par celui de SALTON TM, les sucres par le phthalate d'aniline et le glucose 
par la glucose oxydase (Worthington Bioch. Corp.) z~. 

Le r6actif de HOUGH et al.n ~° o/,o diph6nylamine en n-butanol-methanol( ( I ' i ,  
v/v) contenant 5 O//o d'acide trichlorac~tique) (chauffage io Tin  & ioo °) a 6galement 
6t6 utilis6. I1 a perrnis de diff6rencier l'acide N-ac6tylmuramique (coloration rose) et 
la N-ac6tylglucosamine (coloration gris-verd~tre). Par  contre, les disaccharides 
fl (1-4) di- N-  ac6tylglucosamine ou fl (1-6) N- ac6tylglucosaminyle- acide N-  ac6tyl- 
muramique (AG-AAM) ainsi que leurs dim~res respectifs, le fl(1-4) t~tra-N-ac~tyl-  
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glucosamine et le t6trasaccharide AG-AAM-AG-AAM 7 sont tous, sur papier, color6s 
en rose par ce r~actif. En particulier, IO/zg du disaecharide AG-AAM sont encore 
d6eelables apr~s chromatographie en n-butanol-acide  ac6t ique-eau (3: I : i ,  v/v/v). 
Par  rapport  k ce standard, la sensibilit6 de la m6thode est comparable ~ celle de 
SALTON 10 a la p-dim6thylaminobenzald6hyde. Le m6canisme de la r~action n 'a  pas 
6t6 6tudi6. On salt cependant que la d6ac6tylation du groupe amin6 de l'acide 
N-ac6tylmuramique supprime la coloration. 

Les polyols ont 6t6 d6tect6s par le r6actif de Schiff apr~s oxydation periodique 
en utilisant soit le proc6d6 de BUCHANAN et al. 1~, soit, le plus souvent, les r6actifs 
propos6s par la firme Spinco 1~ pour la r6v61ation des glycoprot6ines du s6rum. Dans 
ce dernier cas, on a op6r6 comme suit: Les papiers sont vaporis6s par la solution 
alcoolique d'acide periodique, maintenus IO min dans un courant d'air, suspendus 
dans une atmosphere de SO~ (destruction de l'exc~s de r6actif), vaporis6s par la solution 
de fuchsine r6duite (Basic Fuehsin Dye Spinco ou Fuchsin Diamant-,  Grose Krisralle. 
Lot 1538. E. Merck), puis maintenus dans un courant d 'air  (20-40 min), enfin r6- 
introduits en atmosph~Ie de SQ.  Le ribitol et le mannitol apparaissent, apr~s quel- 
ques minutes, color6s en violet pourpre. L'anhydroribitol,  obtenu par hydrolyse acide 
du ribitol, apparalt  en bleu de m~me qu'un second produit de d6composition, le dianhy- 
droribitol probablemenO ~. L'hydrolyse acide du mannitol  donne naissance ~ deux 
produits de d6composition: l 'un apparai t  imm6diatement en jaune virant plus tard 
au vert bleu, l 'autre se r6v~le plus tardivement color6 en bleu. 

Dosages 

Les acides amin6s ont 6t6 dos6s (aprhs hydrolyse de l '6chantillon par HC1 6 N, 
16 h) en extrayant  des chromatogrammes, les taches ninhydrine positives par le 
m61ange ac6tone-eau (3: I ,  v/v) et en mesurant ~ 570 m/z la densit6 optique des solu- 
tions obtenues. Le phosphore a 6t6 dos6 (apr6s hydrolyse perchlorique) par le proc6d6 
de KING15; les hexosamines (aprhs hydrolyse par HC1 6 N, 16 h) par le proc6d6 de 
NEUHAUER ET LETZRING 16 en utilisant le rapport  5 densit6 optique glucosamine/ 
densit6 optique acide muramique---- 2.30; le disaccharide AG-AAM (sans hydrolyse 
pr6alable) par  le proc6d6 de REISSIG et al. 17 modifi6 selon GHUYSEN ET SALTON 5. 

Pour le dosage des groupes hydroxyles, on chauffe ~ IOO °, pendant 3 h, en am- 
poules scell6es, l'6chantillon sec en pr6sence du r6actif d 'ac6tylation de WILSON ET 
HUGHES TM (I mg/ml de m61ange: anhydride ac6tique-pyridine (24:235, v/v)). Les 
solutions sont ensuite 6vapor6es sous vide et les groupes O-ac6tyles dos6s par le test 
d'HESTRIN en utilisant le proc~d~ de McCOMBE ET MCCREADY 19 adapt6 comme suit: 
les r6sidus secs, dissous clans o. 7 ml d 'eau sont trait6s pendant 15 min en bain de glace, 
par 0.28 ml du m61ange NaOH-hydroxylamine.HC1.  On aioute ensuite 0. 7 ml de la 
solution d'acide perchlorique en m6thanol puis 1.82 ml de la solution dilu6e de per- 
chlorate de fer. Les densit6s optique sont mesur6es ~ 520 m~. Le proc6d6 a 6t6 appliqu6 
au ribitol, au mannitol et au glyc6rophosphate de soude utilis6s comme substances 
de r6f6rence. La Fig. I montre que la densit6 optique ~ 520 m~ des solutions finales 
ne d6pend que du hombre de fonctions hydroxyles raises en oeuvre quelle que soit 
la substance utilis6e pour le test. 

Le glucose a 6t6 dos6 soit par la m6thode ~. la glucose oxydase (apr~s hydrolyse 
par HC1 2 N, 3 h), soit par la r6action de DISCHE (sans hydrolyse pr6alable) modifi6e 
comme suit: ~. I ml de la solution (ou suspension de parois cellulaires) ~ tester, on 
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o/ de diph4nylamine dans un m61ange acide ac6tique- ajoute 3 ml d'une solution & 0.75 ~o 
acide sulfurique (d, 1.8)-aeide chlorhydrique (d, I.I9) (9:1:5, v/v/v) et on chauffe I h 
au bain-marie bouillant. Aprbs un repos d'une nuit, la densit6 optique de la solution 
est mesur6e & 525 et 625 mr, et on se rapporte "X une eourbe d'6talonnage obtenue 
part ir  de quantit6s connues de glucose. 
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Fig. I. Dosage des fonctions hydroxyles du ribitol, du 
manni tol  et du glye6rophosphate sodique, par  appli- 
plication du test  d 'Hes t r in  aprhs ac6tylation en an- 
hydride ac6tique-pyridine. ( t - - @ ,  ribitol; O -  O, 

mannitol ;  @ - @ ,  glyc6rophosphate sodique. 

Fig. 2. Spectres d 'absorpt ion  du glucose et de frac- 
t ions obtenues par  t ra i tement  enzymat ique  des 
parois cellulaires de B. megaterium KM, apr6s r6- 
action avec la diph6nylamine. 1. glucose, ioo fig; 
1 [, fraction non dialysable obtenue en incubant  les 
parois cellulaires par  le lysozyme (fraction KM. Lys. 
NI)) 500 fig; lI1, complexe Schiff positif, isol6 de }a 
fraction non dialysable obtenue en incubant  los 
parois cellulaires par  F2B (fraction K M . F 2 B ' N D )  
Ioo fig. Les spectres ont  6t6 obtenus  apr+s un 
chauffage au BM bouillant de 6o rain et repos d 'une 

nuit  ~ la tempdrature  du laboratoire. 

Fig. 3. Spectres d 'absorpt ion  de divers hydrates  de 
carbone apr6s r6action avec la diphenylamine, l, 
rhamnose  2oo fig; II ,  anhydro  s6doheptulose 200 Fg; 
l l I ,  acide galacturonique 4oo fig; IV, ribose 2oo fig. 
Les spectres ont  6t6 obtenus  apr6s un chauffage au 
BM bouillant de 3 ° rain et repos d 'une nuit  & la 

tempdrature  du laboratoire. 

La mdthode chimique donne des rdsultats sup6rieurs de 30 k 50 % & ceux obtenus 
par la m4thode enzymatique. Or, au cours de l 'hydrolyse acide qui prdc6de l 'applica- 
tion du test enzymatique, une certaine quantitd de glucose lib6r6 au d6but du chauf- 
rage peut 6tre ultdrieurement d6truite. De plus, une chromatographic du mat6riel 
obtenu apr~s 3 h d'hydrolyse a montr6 qu'une eertaine quantit6 de glucose 6tait 
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toujours engag6e dans diff6rents complexes et 6chappait par cons6quent au dosage. 
Par  contre, la m6thode chimique peut fie pas 6tre sp6cifique. Tous les  hexoses 

donnent une coloration bleue intense dont le spectre est identique ~ celui donn6 par 
le glucose (Fig. 2, courbe I). La sensibilit6 varie cependant selon la nature de l'hexose, 
dans l 'ordre d6croissant suivant: fructose > sorbose > mannose > glucose > galac- 
tose > .  Pentoses, m6thylpentoses, heptoses et acides hexuroniques donnent des 
spectres diff6rents (Fig. 3), avec des maxima aux longueurs d'onde suivantes: 360, 
580 et 640 m/z pour les pentoses (sensibilit6: xylose et ribose > arabinose); 375 m~ 
pour les m6thylpentoses (sensibilit6: rhamnose > fucose); 32o et 560 m/x pour le 
sedoheptulose; 365 et 49 ° X 53 ° m~ pour les acides hexuroniques (sensibilit6: acide 
galacturonique > acide glucuronique). La N-ac6tylglucosamine, l 'acide N-ac6tyl- 
muramique, leurs hexosamines respectives, le ribitol et le mannitol donnent des 
r6actions n6gatives (de IOO h 400 ~g). 

Dans le cas des patois de B. megaterium KM, la m6thode chimique est cependant 
pr6f6rable ~ celle qui utilise la glucose oxydase. En effet, le glucose est le seul sucre 
non amin6 qu'on y d6c~le. De plus, en appliquant la r6action de DISCHE modifi~.e aux 
diverses prfparat ions solubles d6rivant des parois de B. megaterium KM, les spectres 
des solutions obtenues sont identiques ~ celui donn6 par une solution de glucose 
(Fig. 2). Enfin, les densit6s optique ~ 525 et 625 m/x d'un m' lange  (glucose + pr6pa- 
ration d6rivant de parois) est la somme des densit~s optiques individuelles. 

La m6thode modifi6e de DISCHE n 'a  cependant pu 6tre appliqu6e aux fractions 
purifi6es par ~lectrorh6ophor~se sur papier Whatman 3 MM que lorsque la quantit6 
extraite ~ partir  de 2 cm 2 environ de papier donnait une solution dont la densit6 
optique k 625 m/z ~tait au moins 6gale ~ 0.2. En effet, un extrait  aqueux de 2, 4 et 6 cm 2 
de ce papier a donnfi, apr~s r6action dans les conditions d6crites, des solutions dont 
les densit6s optique k 625 m~ sont resp~ctivement de 0.020, 0.o7 ° et o.17o. 

RESULTATS EXPI~RIMENTAUX 

Extraction des parois cellulaires de B. megaterium KM par l'acide trichlorac~tique 

La technique utilis6e par BADDILEY pour l 'extraction des acides t6ichoiques a 
6t6 appliqu~e ~ I g de parois de B. megaterium KM. Celles-ci ont 6t6 trait6es, ~ o °, 
pendant 24 h par une solution k o/ IO /o d'acide trichlorac6tique (30 ml). L'extraction 
a 6t6 r6p~t6e deux lois et les extraits r6unis ont 6t~ additionn6s par 2 volumes d'ac6- 
tone froid. Apr~s un repos de 48 h ~ o °, au.cur~e substance insoluble n 'est  apparue. 
De plus, la teneur des parois en phosphore n 'a  pas 6t6 modifl6e par ce trai tement.  
Exprim6e par poids sec de parois, elle 6tait 6gale k 0.556 % avant trai tement et k 
o.567 °/o apr~s trai tement.  

Digestion enzymatique des parois cellulaires de B. megaterium KM 

Les parois cellulaires de B. megaterium KM ne sont pas 6galement sensibles au 
lysozyme, k F I e t  ~ F2B. A 37 °, le trouble de leurs suspensions (I mg poids sec/ml) 
est r6duit ~ 50 % de sa valeur initiale en 20 rain par 50 ~g/ml de lysozyme ou 5 t~g/ml 
de FI .  Une r6duction identique est obtenue par IO/xg/ml de F2B en io h. 

Ces vitesses de clarification ne traduisent cependant pas le degr6 de d~gradation 
des parois cellulaires trait~es par  chacun des enzymes. La d6gradation peut 6tre 
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6valu6e par  la quantitd de mat&iel non dialysable laiss6 inattaqu6 apr~s une incuba- 
tion de 18 h. Le Tableau I montre que l 'action d6gradante du lysozyme, de F1 et de 
F2B va respectivement croissant. En incubant successivement au moyen des trois 
pr@arations enzymatiques, d 'abord les parois cellutaires elles-m~mes puis les diverses 
fractions non dialysables qui en d6rivent, celle finalement obtenue repr6sente environ 
37 To en poids des parois initiales, quel que soit l 'ordre selon lequel les enzymes ont 
6t6 utilis6s. Quelques rendements de ces diverses incubations sont donn& dans le 
Tableau I. Si l 'ordre d'utilisation des enzymes est d 'abord le lysozyme, puis FI  et 
enfin F2B, il est particuli~rement 6vident qu'un enzyme donn6 n 'a  pas d6truit le 
substrat sensible ~ l 'enzyme utilisd imm6diatement apr~s lui et que ce substrat  est 
chaque fois contenu dans la fraction non dialysable. 

T A B L E A U  1 

RENDEMENTS OBTENUS EN INCUBANT LES PAROIS CELLULAIRES DE /~. mggaterium 
KM PAR LE LYSOZYME, F 1 ET F2B , UTILI$1~S ISOLI~MENT OU SUCCESSIVEMENT 

D, f rac t ion  d ia lysab le  : ND,  f rac t ion  non  dia lysable .  Les r ende rnen t s  son t  exp r im6s  en °/o, po ids  sec, 
des pa ro i s  cellulaires originales.  

( D 2 8.3 % 
Paro i s  cellulaires + L y s o z y m e  ---> { 

t N D : 7 1 . 7 ° o  

{ 30.5 ~o D / + F 2 B  I + FI_+ 

41.2 O/o N D  J 

+ F I  

4 ' 2 %  D /.~ _ _ _ _ _  

o/ N D  37 /o 

Paro is  celhllaires + F I  + ! D : 4 5  °'° 
! N D : 5 5  °Jo 

Paro i s  cellulaires + F 2 B  . . . . . .  __~ t 
D : 5 9  o; 

N D : 4 1  °., o 

D: ts.7 % 

N D : 5 3  ° o 

+ F 2 B  

D:  I7. 7 9o 

t N D : 3 6 . 3  ,°o 

Les fractions dialysables obtenues apr~s ces hydrolyses enzymatiques, isol~es ou 
successives, ont 6t6 analys6es par chromatographie bi-dimensionnelle en pyridine-eau 
(8:2, v/v) et n-butanol-acide ac6tique-eau (3:1:1, v/v/v). Ces fractions contiennent 
soit des complexes de N-ac6tylhexosamines, en particulier le disaccharide AG-AAM 
(apr~s incubation avec le lysozyme ou la pr@aration FI),  soit des peptides et de 
l 'alanine libre (apr~s incubation avec FI  ou F2B), mais sont toujours d@ourvus de 
phosphates de polyol. Au contraire, ceux-ci ont chaque fois 6t6 d6cel6s dans les 
diverses fractions non dialysables. Ces fractions non dialysables on 6t6 d6signdes de 
la fagon suivante; exemple: K M . L y s . N D ;  F I . N D ;  F2B.ND est la fraction non 
dialysable obtenue en ayant  incub6 avec F2B la fraction K M ' L y s ' N D ;  F I ' N D .  
Celle-ci d6signe la fraction non dialysable obtenue par incubation avec FI  de la fraction 
KM.Lys .ND,  qui, ~ son tour, repr6sente la fraction non dialysable obtenue par 
incubation avec le lysozyme des parois cellulaires de B. megaterium KM. 
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Analyse ~lectrorh~ophor~tique des fractions non dialysables 
Les diverses fractions non dialysables (Tableau I) ont 6t6 examin6es par ~lectro- 

rh6ophor~se et tes complexes t6iehoiques qu'eltes contiennent ont pu ~tre facilement 
d6tect6s grace ~ leur sensibilit6 au r6actif de Schiff apr~s oxydation periodique. 

La fraction K M . L y s . N D  a 6t6 examin6e aux pH 2.5, 4 et 5.5. Dans chaque cas, 
on a d6telmin6 la position d'6quilibre* d'une substance ~ la fois d6celable par la nin- 
hydrine, le r6actif des N-ac6tylhexosamines ~° et eelui de Sehiff apr6s oxydation perio- 
dique (Fig. 4), Cette substance pr6sente, aux trois pH examin6s, un 6talement assez 
consid6rable et est imm6diatement pr~c6d6e dans sa migration vers l 'anode par une 
autre substance ou groupe de substances, insensibles au r~actif de Schiff mais toujours 
d~cetabtes par les deux autres r6actifs mentionn~s. Malgr(~ un certain chevauchement, 

p J 

 i/j 
Fig, 4. Schema  des 61ectrophor~ses a u x  p H  2.5, 4 et  5.5 de la s u b s t a n c e  Schiff posi t ive  con t enue  
dans  la f rac t ion non  d ia lysable  ob tenue  en t r a i t a n t  les parois  cellulaires de B. megaterium KM pa r  
te l y sozyme  (fraction KM .  Lys-  ND),  L a  f rac t ion  KM .  Lys-  N D  a 6t6 d~pos~e selon la d iagonale  AB.  
Apr~s ~lectrorh~ophor~se (3 h, 20 V/cm),  les papiers  on t  6t~ r~v6Ms pa r  la n inhydr ine ,  le r~actif  des  
N-ac~ ty lhexosamines  e t  le r6actif  de  Schiff apr~s o x y d a t i o n  per iodique.  Seules, les surfaces  h a c h u -  
r~es d o n n e n t  une  r6act ion posi t ive avec  ce dern ier  r~actif. Le po in t  d ' in t e r sec t ion  en t re  la d iagonale  
A B  et  la droite trac~e pa r  le cen t re  de c h a c u n e  des  surfaces  hachur6es  es t  la pos i t ion  d '~qui l ibre  
(PE),  5, u n  p H  donn6,  de la s u b s t a n c e  Schiff posi t ive.  Pa r  r appo r t  5, la posi t ion d '~qui l ibre  d ' u n e  
s u b s t a n c e  neu t r e  5, t o u t  pH ,  la pos i t ion  d '6qui l ibre  de la s u b s t a n c e  Schiff posi t ive  se s i tue  5, 6.5 

(p t t  2.5), 12 (pH 4) et  2 7 cm (pH 5.5) en di rect ion de l 'anode.  

* End ro i t  du  pap ie r  off la mig ra t i on  d ' u n e  s u b s t a n c e  donn~e s ' a n n u t e  pa r  su i te  d ' u n  ~quilibre 
en t r e  son t r a n s p o r t  d a n s  u n  sens  dfi 5, sa  charge  ~lectr ique e t  celui d a n s  te sens  oppos~ dfi 5, l '~va- 
po ra t ion  du  so lvan t  du  papier .  
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la substance Schiff positive a 6t~ isol6e de la fraction KM.Lys .ND par 61ectrorh6o- 
phor6se ~ pH 4 de 3o mg de cette fraction (d@6t de I mg/cm au centre du papier, 
2o V/cm pendant 4 h). Une bande de papier a 6t6 d6coup6e de l'61ectrorh6ophor~o- 
gramme de fa(;on 5. exclure - avec une certaine perte de rendement - toute contami- 
nation par la substance Schiff n6gative. La substance Schiff positive ainsi purifi6e 
s'est r~v~l~e homog~,ne lors d'une nouvelle 61ectrorh~ophor~se (Fig. 5). 

m 
O 

"-,1 I:t:l g7 

KM. kys. NO 

KM. Lys. ND; F~.ND NINFIYD. ± 

KM. Lys. ND; F 2 B.ND NINHYD. - 

KM. F1.ND NINHYD. ± 

KM. F2 B.ND NINHYD. - © i  
2 

~--1-,, 

Fig. 5. t21cctrorhdophorSse (pH 4, 4 h, 2o V/cm) de 2oo fig des complexes  Schiff )ositifs, isolds 
par t i r  de diverses  f ract ions  non dia lysables  ob tenues  pa r  t r a i t e m e n t  e n z y m a t i q u e  des parois  
cellulaires de B. megalerium KM. Les 61ectrophor6ogrammes ont  ~t6 r6alis6s en triple et respect ive-  
m e n t  r6v~16s par  la n inhydr ine  (ninhyd.) ,  le r6actif  des N-ac~ ty lhexosamines  (PDAMB) et  le 

r~actif  de Schiff apr~s o x y d a t i o n  p~riodique. 

Le m~me proc6d6 de purification a 6t6 appliqu6 k toutes les fractions non dialy- 
sables reprises au Tableau I et a permis d'isaler la substance qui, dans chacune de ces 
fractions, est responsable de sa sensibilit6 au r~actif de Schiff apr~s oxydation perio- 
dique. 

Les substances Schiff positive, isol~es des fractions non dialysables qui, k un 
moment quetconque de leur pr@aration, ont subi une incubation soit avec FI  soit 
avec F2B, ont toutes les m~mes caract6ristiques et se distinguent de la substance 
Schiff positive isol6e ~t partir de la fraction KM. Lys. ND (Fig. 5). En effet, elles sont 
chargdes plus n6gativement que cette derni~re, ne sont plus r6v616es par le r6actif des 
N-acdtvlhexosamines et ne sont que trbs peu sensibles it la ninhydrine. 

Nature du pol3,ol responsable de la r~action de Schiff apr~s oxytation periodique 

5 mg de la traction KM" Lys" ND et 2 mg des substances Schiff positives isol4es de 
la fraction KM.F2B.ND, de la fraction KM.Lys .ND;  F2B.ND ou de la fraction 
KM.Lys .ND;  F2B.ND;  F1.ND ont subi une hydrolyse acide m6nag6e (2 mg/ml; 
HC1 2 N; 15 rain 2~ i0o °) et l 'hydrolysat lyophilis6 a 6t6 chromatographi6 en butanol 
ac6tique. Le r6aetif de Schiff appliqu6 aux chromatogrammes n'a permis de mettre 
en 6vidence ni glyc6rol, ni ribitol, ni mannitol libres, ni aucun produit pouvant prove- 
nir de leur d6composition. Dans chaque cas cependant, une substance (RF o.13) a 
6t6 d6cel6e. Au simple examen visuel des chromatogrammes, elle repr6sente la majeure 
partie du mat6riel Schiff positif contenu dans l 'hydrolysat. Son isolement a 6t6 r4alis6 
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de la fa~on suivante. IOO mg de la pr6paration KM. Lys.  ND ont 6t6 hydrolys6s dans 
les conditions d6crites ci-haut, Apr6s 61imination de l'acide par lyophilisation, le r6sidu 
a 6t6 repris dans IO ml d'eau et dialys6 contre 50 ml d'eau distill6e. La dialyse a 6t6 
renouvel6e trois fois. Les fractions dialysables ont 6t6 r6unies et lyophilis6es. Le r6sidu 
sec a 6t6 soumis k une 61ectrorh6ophor6se ~ pH 2.5 (d6p6t sous forme d'une bande de 
3 ° cm au centre du papier; 2o V/cm pendant 3 h) en m~me temps que du ribitol dont 
la r6v61ation ult6rieure a permis de situer la position de neutralit6. Une bande de 
papier d6coup6e dans l'61ectrorh6ophor6ogramme selon le sens de la migration, r6v61e 
la pr6sence k ce niveau de substances sensibles au r6actif des N-ac6tylhexosamines, k 
la glucose oxydase, ainsi qu'au r6actif de Schiff apr6s oxydation periodique. La zone 
de papier sensible k ce dernier r6actif d6borde cependant 16ghrement vers l'anode les 
zones r6v616es par les autres proc6d6s. La bande de papier contenant l'ensemble des 
substances responsables des r6actions pr6c6dentes, a 6t6 d6coup6e de l'61ectrorh6o- 
phor6ogramme et appliqu6e sur une nouvelle feuille de papier 3 MM, cette lois pr6s 
de l'61ectrode n6gative. Apr6s une nouvelle 61ectrorh6ophor6se "k pH 5.5 (2o V/cm 
pendant 165 min), les substances, neutres ou pratiquement neutres k pH 2.5, se sont 
s6par6es en trois fractions ayant migr6 vers l'anode respectivement de II  cm (fraction 
neutre : N), de 20 cm (fraction acide : A2o) et de 30 cm (fraction acide : A3o) (Tableau II). 

T A B L E A U  I1 

FRACTIONNEMENT ]~LECTRORHI~OPHORI~TIQUE DE L'HYDROLYSAT ACIDE 

PARTIEL DE LA FRACTION K M '  Lys.  N D  

Comportement dl p H 
Fraction 

2.5 5.5 

Neut re  Neu t re  N 
Neu t re  Acide A 2o 
Neu t re  Tr6s ac ide  A 3 ° 

Seule cette derni6re fraction A3o 6tait d6celable par le r6actif de Schiff. Elle 6tait 
de plus insensible k la ninhydrine et au r6actif des N-ac6tylhexosamines. Elu6e de la 
bande de papier correspondante, elle s'est comport4e au cours d'une chromatographie 
en butanol ac6tique comme 6tant compos6e d'une seule substance migrant avec 
un RE 6gal k o.13. La fraction A3o a 6t6 analys6e sans avoir subi de purifications 
ult6rieures, avec pour r6sultat, une proportion phosphore/fonction hydroxyle/glucose/ 
hexosamine (exprim6 sous forme de glucosamine)/acide amin6 6gale k i/3.i[o.o33 / 
0.007/0.000. 

Ces rapports indiquent que la fraction A3o est presque exclusivement constitu6e 
par du phosphate de polyol. Celui-ci pourrait vraisemblablement s'identifier au ribitol 
puisque le rapport P/OH d'une chaine de phosphates de ribitol (off les r6sidus de 
polyol sont unis par l'interm6diaire de liaisons phosphodiester) est compris entre 1/4 et 
1/3 selon le degr6 de polym6risation. 

La fraction A3o pr6sente cependant plusieurs propri6t6s impr6vues. Son ionisa- 
tion est tr~s r6duite k pH 2.5, ce qui exclut la pr6sence d'un OH phosphorique primaire 
alors qu'une telle fonction semble 4tre pr6sente dans les complexes Schiff positifs 
isol6s des diverses fractions non dialysables. En effet, ces complexes sont fortement 
charg6s n6gativement ~ pH 2.5 ainsi qu'en t6moigne leur comportement 61ectrorh6o- 
phor6tique (Fig. 4)- 
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La fraction A3o ainsi que du ribitol et du mannitol ont 6t6 trait6s ~ Ioo ° soit par 
HC1 2 N pendant 3 h soit par HC1 6 N pendant 16 h (ampoules scell6es; I mg/ml) 
puis chromatographi6s en butanol-ac6tique apr~s lyophilisation. La fraction A3o n'est 
pratiquement pas affect6e par ces divers traitements acides et migre toujours de fagon 
homog~ne avec un RE o.13. Une trace d'anhydroribitol (RE o.54) semble eependant 
avoir 6t6 form6e lorsque l 'hydrolyse a dt6 effectu6e en pr4sence de HCI 6 N pendant 
I6 h. La proportion P / 0 H  a 6t~, red6termin6e ~ partir  de la fraction A3o ayant  subi 
le m6me trai tement e t a  ~t~ trouv6e ~gale ~ 1/3.5. 

La fraction A3o est donc tr6s stable aux traitements acides. On notera cependant 
qu'apr~s hydrolyse acide des parois intactes de B. megaterium KM on ne d6c61e pas, 
non plus, de polyol libre ou un de ses produits de d~gradation. 

La structure de la fraction A3 o reste donc h d6terminer. Cependant, sa composition 
chimique globale montre que les complexes Schiff positifs isol6s des fractions non 
dialysables obtenues apr6s digestion enzymatique des parois de B. megaterium KM 
sont constitu6s, au moins partiellement, de phosphate de palyol. Le terme d'acide 
tdichoique leur est donc applicable. 

Composition chimiaue des acides tdichoiques isotds des fractions non dialysables obtenues 
apr& traitement enzvmatic,.ue des parois de B. megaterium KM 

Les r6sultats des diffdrents dosages, h l'exclusion du polyol dont la teneur n 'a  
pas dtd ddtermin6e, sont consign6s dans le Tableau I I I  et exprim6s par unitd de 
phosphore. Les teneurs renseign6es en glucose sont celles obtenues par la m6thode 
enzymatique et doivent 6tre corrig6es par un facteur compris entre 1. 3 et 1. 5 (voir 
MI~THODES).  L'acide t6ichoique isol6 de la fraction KM.Lys .  ND a la composition 
suivante : phosphor%.glucos%_2.s.N-acetylglucosamin%.~.aeide N-acdtylmurami- 
qu%.4o'glycin %.6a-acide ~,c-diaminopim6liquevs~'alanin%.s~'disaccharide AG-AAMo.~o. 

Les acides t6ichoiques isol6s des autres fractions non dialysables pr6sentent une 
proportion P/glucose/N-ac6tylglucosamine identique ~ la pr~c6dente. Par contre, 
leur teneur en acide N-ac~,tylmuramique, en disaccharide AG-AAM et en acides 
amin6s est environ 4-5 fois plus petite lorsqu'ils ont ~t6 isol& des fractions obtenues 
par action de la pr~,paration FI  et 13 fois plus petite lorsqu'ils ont 6t6 isol6s des fraclions 
obtenues par action de la preparation F2B. 

T A B L E A U  I I [  

C O M P O S I T I O N  C H I M I Q U E  R E L A T I V E  D E S  C O M P L E X E S  S C H I F F  P O S I T I F S  ISOLI';S D E S  

D I V E R S E S  F R A C T I O N S  N O N  D I A L Y S A B L E S  O B T E N U E S  P A R  H Y D R O L Y S E  E N Z Y M A T I Q U E  D E S  P A R O I S  D E  

13. m e g a t e r i u m  K M  

P,  p h o s p h o r e ;  A G ,  N - a c 6 t y l g l u c o s a m i n e ;  A A M ,  a c i d e  N - a c d t y l m u r a m i q u e .  

A c. glutamique 
Fractions P G lm:os e  Disaccharide AG. ~ AAM** acide diaminopi- Alanine 

A G-A A 3I mdlique 

K M . L y s - N D  i ~.5o 0 .4o  1 .9 i  1.4o 1.6o 2 .85 
K M . F 1 . N D  i 1.4o 0 .09  1 .3I  o .28  0 .33  0 .54  
K M -  L y s .  N D ;  F 1 . N D  1 1 .5o o .15 2 .50  0 .3o  o .40  o .69  
K M . F e B . N D  I l .Se  0 .04  1.63 O . l I  O.lO o . 2 I  
K M . L y s .  N D ;  F 2 B - N D  i 1.87 0 .00  1,8o o, Io - -  o .2o  
K M -  L y s '  N D  ; 

F 2 B '  N D ;  F 1 . N D  I 1.5o 0 .04  1.94 o. Io  - -  o .17  

* D o s 6  p a r  la  g l u c o s e  o x y d a s e .  
** S o u s t r a c t i o n  f a i t e  d e  la  q u a n t i t 6  c o n t e n u e  d o n s  le d i s a c c h a , - i d e  A G - A A M .  
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Sensibititd enzymatique de l'acide t~ichoique isol~ de la fraction KM.  Lys. ND 
L'examen 61ectrorh6ophor@ique des acides t6ichoiques isol6s des diverses frac- 

tions non dialysables (Figs. 4 et 5), leur comportement vis-Mvis de la ninhydrine et du 
r6actif des N-ac@ylhexosamines (Figs. 4 et 5) et enfin leur composition chimique 
respective (Tableau III) d6montrent que l'acide t6ichoique isol6 de la fraction KM. 
Lys" ND est associ~ ~ des r6sidus mucopeptidiques. Au contraire, les acides t~ichoiques 
isol6s des autres fractions en sont compl~tement ou presque compl~tement d6barrass6s, 

la suite probablement du trai tement par F I  et/ou F2B. 
Cette hypoth~se a 6t6 v6rifi6e en t rai tant  par F I  ou par F2B des aliquots de 

2oo ~g de l'aeide t6ichoique isol6 de la fraction K M . L y s . N D .  Apr~s une incubation 
de 16 h, les m61anges ont 6t6 soumis ~ une 61ectrorhdophor~se ~ pH 4 (d6p6t au centre 
du papier; 2o V/cm; 4 h) ou ~ une chromatographie en butanol ac6tique. On a ainsi 
observ6 que FI  ou F2B dissocient effectivement ce complexe en: (a) une fraction 
h6t@og~ne, Schiff n6gative, mais toujours sensible ~. la ninhydrine et au r6actif des 
N-ac6tylhexosamines, et charg~e plus positivement que le complexe original; (b) 
une substance ~ migration homog~ne, Schiff positive, insensible au r4actif des N- 
ac6tylhexosamines et charg6e plus n6gativement que la substance originale. Sa 
sensibilit6 ~ la ninhydrine est trbs faible apr~s incubation avec FI  et nulle aprbs in- 
cubation avec F2B. Sa vitesse de migration est ind6pendante de la nature de l 'enzyme 
utilis6 et est identique ~ celle des substances Schiff positives isol6es des fractions non 
dialysables autres que la fraction KM. Lys. ND (Fig. 5)- 

De plus, la chromatographie, apr~s incubation par F2B, a permis de d@ecter le 
disaccharide AG-AAM ~ l '6tat libre. Celui-ci a 6t6 estim~ apr6s 61ution d'un chromato- 
gramme non r6v616 et repr~.sente environ 65 °,,o de la quantit6 totale de disaccharide 
directement dos6e ~ part ir  du complexe original. 

L'ensemble des r6sultats pr6c6dents permet donc d 'at t r ibuer  au complexe t6icho- 
ique-mucopeptide isol6 de la fraction KM.Lvs .ND,  la constitution suivante, ab- 
straction faite des proportions des constituants et de leur s6quence dans les divers 
fragments consid6r6s : 

(phosphate de polyol; N-ac6tylglucosamine; glucose) (~/(acide N-ac6tylmuramique; 
peptide) °~ (disaccharide AG-AAM). 

La liaison (I) est sensible ~ un enzyme commun aux pr@arations F I e t  F2B. Si 
les parois bact6riennes sont directement trait6es par l 'une ou l 'autre de ces pr@ara-  
tions, le fragment constitud de phosphate de polyol, de N-ac@ylglucosamine et de 
glucose peut ~tre d6cel6 dans les fractions non dialysables correspondantes, pratique- 
ment d6pourvu de tout r6sidu mucopeptidique. 

La liaison (2) est sensible ~ un second enzyme 6galement pr6sent dans la pr@ara- 
tion F2B (mais absent de la pr@aration FI).  II est sans doute identifiable ~ l 'amidase 
pr6c6demment d6crite~, ~. Le disaccharide AG-AAM est donc nbcessairement en posi- 
tion terminale, uni au r6sidu peptidique par une liaison amidique entre la fonction 
COOH de l'acide N-ac6tylmuramique et une fonction e-NH~ (probablement de l 'ala- 
nine s) du peptide. 

Hydrolyse acide partielle 

Afin de pr6ciser si possible certains d6tails structuraux des complexes t6ichoiques 
6tudi6s et en particulier, la position relative du glucose et des deux N-acgtylhexos- 
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amines (autres que celles qui forment le disaccharide AG-AAM), un certain nombre de 
fragments lib6r6s par hydrolyse acide partielle de la fraction KM.Lys .ND ont dtd 
isol6s et caract6ris6s. Une hydrolyse de 15 min au bain-marie bouillant en pr6sence de 
HCl 2 N (2 mg/ml) a 6t6 adopt6e. En effet, 5o °/'o environ du glucose pr6sent dans les 
parois intactes sont lib6rfs dans ces conditions. De plus, l'application des tests des 
hexosamines et des N-ac6tylhexosamines sur les 61ectrorh6ophor6ogrammes r6alis6s 

partir de ces hydrolysats montrent que la d6ac6tylation des N-acftylhexosamines est 
n6gligeable. 

L'hydrolysat de la pr@aration KM. Lys. ND a 6t6 s6par6 en trois fractions prin- 
cipales N, A2o, et A3o, en utilisant la technique d6j~ d6crite (voir: Nature du polyol 
responsable de le rdaction de Schig et Tableau II). I1 a 6t6 d6montr6 que la fraction 
Aa0 est uniquement constitu6e de phosphate de polyol. Le contenu des deux autres 
fractions a 6t6 analys6 en chromatographiant des aliquots, correspondant environ 
8 mg de la fraction KM.Lys.  ND, selon deux dimensions et chaque fois par m6thode 
descendante, d'abord en butanol ac6tique, puis en n-butanol-pyridine-eau (6:4: I, 
v/v/v) (Fig. 6 et Tableau IV). 

Cinq substances (I ~ V) ont 6t6 d4.cel4.es dans la fraction N e t  deux substances 
(Ae t  B) dans la fraction A2o. Elu6es ~ partir de chromatogrammes identiques mais 
non r6v616s, elles ont 6t6 identifi6es soit par cochromatographie avec des standards 
de r6f6rence, soit en examinant, par les proc6d6s de dosage et de chromatographie 
appropri6s, les produits r6sultant d'une hydrolyse acide suppl6mentaire. 

Outre le glucose (III), la N-ac6tylglucosamine (IV) et l'acide N-ac6tylmuramique 
(B), divers complexes ont t~t6 mis en 6vidence. 

Le complexe I, insensible ~ la glucose oxydase avant son hydrolyse est un 
polym6re constitu6 de glucose uniquement. Sa coloration en gris brun par la diph6nyl- 
amine-trichlorac6tique, de m4me que des cochromatographies avec le cellobiose, 
le maltose et le m61izitose ont montr6 qu'il s'agirait d'un tri-glueose plut6t que d'un 
glucosidoglucose. 

I 

I 

® 

o® 

-?@ ® 
Butano I -HAc-eau  (3:1:1) 

® 

Fig. 6. Hydro lyse  acide part iel le  des parois  cellulaires de ]3. megalerium IKM. Sch6ma des ch roma to -  
g r a m m e s  ob tenus  A pa r t i r  des f ract ions  N (subs tances  I ~ V), A2o (subs tances  A e t  B) et A3o 
( subs tance  C). X et  Y, s u b s t a n c e s  supp l6men ta i r e s  d6cel6es dans  l ' hyd ro ly sa t  par t ie l  des  acides 

t6ichoiques  purifi6s e t  soumis  /t la ch roma tog raph ie  sans  f r a c t i o n n e m e n t  pr6alable.  
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T A B L E A U  I V  

HYDROLYSE ACIDE PARTIELLE DES PAROIS CELLULAIRES DE B. megaterium K M  

C o l o ra t i ons  e t  c o m p o s i t i o n  q u a l i t a t i v e  des  s u b s t a n c e s  isol6es p a r  c h r o m a t o g r a p h i e .  
AG,  N - a c 6 t y l g l u c o s a m i n e ;  AAM,  a c ide  N - a c 6 t y l m u r a m i q u e ;  P D A M B ,  r6ac t i f  des  N - a c 6 t y l -  

h e x o s a m i n e s  se lon  SALTON 10. 

Colorations 

Substance Glucose Diphdnylamine- Composition 
PDA MB o x y d a s e  trichlorac~tique Schiff 

F r a c t i o n  N 
I - -  - -  G r i s - b r u n  + Ol igog lucose  
I I + - -  - -  =k O l i g o g l u c o s e - A G  
I I I - -  + + G r i s - b r u n  + Glucose  
I V  + + - -  G r i s - v e r d ~ t r e  ~ A G  
V + - -  G r i s - b r u n  ( t race)  G l u c o s e - A A M  

F r a c t i o n  A 20 
A + - -  - - *  G l u c o s e - A A M  
B + + - -  R o s e  A A M  

F r a c t i o n  A 3 ° 
C - -  - -  - -  + + P h o s p h a t e  de  po lyo l  

H y d r o l y s a t  p a r t i e l  d u  
c o m p l e x e  t 6 i c h o i q u e  pur i f i6  

X - -  R o s e  ? 
Y + - -  - -  (G lucose -AG)  ? 

* Color6 en  rose  s u r  les c h r o m a t o g r a m m e s  r6al is6s ~ p a r t i r  des  h y d r o l y s a t s  ac ides  p a r t i e l s  d e  
2 m g  des  c o m p l e x e s  t e i c h o i q u e s  purif i6s.  

Le complexe I I  est constitu6 de glucose et de N-ac6tylglucosamine. Les proportions 
relatives ont vari6, selon les analyses, de 2-3 glucoses pour I N-ac6tylglucosamine. 

Les complexes V et A sont des disaccharides l 'un et l 'autre compos6s de glucose 
et d'acide N-ac6tylmuramique (ou d'une substance donnant par hydrolyse acide, une 
hexosamine dont les propri6t6s chromatographiques sont identiques h celles de l'acide 
muramique) et ne peuvent 6tre distingu6es du point de vue de leur composition chimi- 
que globale. Cependant, le complexe V est une substance neutre ~ pH 5.5, tandis que 
le complexe A est acide k ce pH, ce qui semble d'ailleurs confirm6 par leur RF re- 
spectivement 61ev6 et nul en butanol-pyridine.  La fonction COOH de l'acide N-ac6tyl- 
muramique serait donc bloqu6e dans le complexe V. Si ce blocage n'est pas dfi ~ la 
pr6sence d'une substance basique non d6cel6e k l 'analyse, glucose et acide N-ac6tyl- 
muramique doivent dans ce complexe ~tre unis par une liaison ester. Enfin, le complexe 
V, contrairement au complexe acide A, n'est pas color6 en rose par la diph6nylamine- 
trichlorac6tique. I1 donne avec ce r6actif une faible coloration gris-brune qui serait 
plut6t due k son r6sidu glucosidique que N-ac6tylmuramique. 

Parmi les substances et les complexes lib6r6s par hydrolyse m6nag6e de la fraction 
KM. Lys. ND, quels sont ceux qui proviennent de l 'hydrolyse du "f ragment"  t6ichoi- 
que qu'elle contient? 

2 mg d'acides t6ichoiques purifi6s (isol6s de fractions non dialysables ayant  subi 
une incubation avee F2B, suppl6mentairement ou non k une action du lysozyme 
et/ou de FI) ont subi la m6me hydrolyse partielle que la fraction KM. Lys. ND, puis, 
sans aucun fractionnement pr6alable, ont 6t6 soumis directement k la chromatographie 
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bidimensionnelle en butanol-acdtique et butanol-pyridine. Les chromatogrammes ain- 
si obtenus t6moignent de la pr6sence de la plupart des substances et complexes identi- 
fi6s dans les trois fractions N, A20, et A30. Seuls l'acide N-ac6tylmuramique libre (B) 
et l'oligoglucose (I) ne sont plus d6celables. Semblablement, le complexe oligoglucose- 
N-ac6tylglucosamine (II) semble n'~tre pr6sent qu'en faible quantit6. Inversement, 
deux substances nouvelles ont 6t6 d6cel6.es. L'une, Y, est situ6e entre le glucose et la 
N-acftylglucosamine. Elle n'est pas color6e en rose par la diph6nylamine-trichlor- 
ac6tique mais est sensible au r6actif des N-ac6tylhexosamines. Sa localisation m~me 
sur les chromatogrammes sugg6re qu'il s 'agit peut-6tre du disaccharide glucose-N- 
ac6tyl-glucosamine. L'autre,  X, color6e en rose par la diph6nylamine-trichlorac6tique 
et situ6e pr6s de l'origine peut vraisemblablement 6tre consid6r6e comme un produit 
d 'hydrolyse encore tr?'s incompl6te. 

DISCUSSION 

D'apr4s les t ravaux r6cents de SALTON ET GHUYSEN 7, de SALTON 2° et de GHUYSEN 6-8, 
la structure de base des parois de Micrococcus lysodeikticus peut 6tre repr6sent6e 
par un r6seau de trones poly-N-ac6tylhexosaminiques, auxquels sont associ6s des 
r6sidus peptidiques dont la faille et la s6quence en acides amin6s sont variables. 
Certains de ces r4sidus sont libres tandis que d 'autres forment des ponts entre deux 
troncs polysaecharidiques voisins. 

L'acide t6ichoique, non extractible "k l'acide trichlorac6tique froid et pr6sent dans 
les patois de B. megaterium KM, est combin6 par liaisons covalentes ~ la structure de 
base de ces patois. II peut 6tre consid6r6 comme un polym6re de phosphates de 
polyol auquel sont associds de petits r6sidus constitu6s de glucose, de N-ac6tylhexos- 
amines et d'acides amin6s. Ce complexe t6ichoique-mucopeptide est uni h la structure 
de base de la patois bact6rienne par l 'interm6diaire d'une liaison amidique entre un 
N-terminal de certains de ses r6sidus peptidiques et la fonetion COOH d'un acide 
muramique d'un tronc poly-N-ac6tylhexosaminique. 

En incubant les patois de M. lysodeikticus avec le lysozyme, on lib6re~, s certains 
fragments disaccharidiques AG-AAM, toujours associ6s h des r6sidus peptidiques libres, 
ou encore des complexes constitu6s de deux fragments AG-AAM, suppos6s avoir 
appartenu ~ deux troncs poly-N-ae6tylhexosaminiques voisins, et toujours unis entre 
eux par un pont peptidique. 

De m~me, en incubant les patois de B. rnegaterium KM avec le lysozyme, on 
libhre des fragments disaccharidiques AG-AAM encore porteurs de tout le complexe 
t6ichoique-mucopeptide. 

Le complexe t4ichoique-mueopeptide lib6r6 des parois de B. megaterium KM par 
le lysozyme a un poids mol6culaire minimal d'environ 2200 (le polyol 6tant suppos6 
6tre du ribitol). I1 contient 16 % de glucose et 1. 4 % de phosphore. Comme la teneur 
en phosphore de la fraction dont il a 6t6 isol6 (fraction KM.Lys .  ND) est de 0.775 %, 
il repr6sente, en poids, environ 55 ~o de cette fraction et 4 ° % des parois bact6fiennes. 

La sensibilit6 du complexe t6ichoique-mucopeptide k deux enzymes de Strepto- 
myces (l 'amidase de la pr@aration F2B et un second enzyme pr6sent 5. la fois dans la 
pr6paration F I  et F2B) permet d 'y  distinguer trois fragments principaux. Ils sont 
respectivement constitu6s de phosphate de polyol, de glucose et de N-ac6tylglucosa- 
amine (fragment t6ichoique), d'acide N-ac6tylmuramique et d'acides amin6s (fragment 
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mucopeptide) et enfin du disaccharide AG-AAM (repr6sentant un reste d'un tronc 
poly-N-ac6tylhexosaminique du mucopeptide de base). 

La fr6quence avec laquelle ce type de complexe t6ichoique-mucopeptide est 
pr6sent dans les parois bactfriennes, intimement combin6 k la structure de base de 
celles-ci, n'a pas 4t6 recherch6e. Cependant, l'acide trichlorac6tique froid n'extrait  
jamais qu'une fraction des acides t6ichoiques totaux de la paroi bactfrienne. Selon 
SALTON 2:1, u n  traitement par l'acide trichlorac6tique, k ioo °, pendant IO min, extrait 
pratiquement tout l'acide tfichoique pr6sent dans les parois de Staphylococcus aureus 
et de Lactobacillus arabinosus. Mais les dosages des fonctions COOH et NH 2 terminales 
pr6sentes dans les r6sidus insolubles ainsi obtenus, montrent que ces conditions 
exp6rimentales provoquent une hydrolyse des parois baet6riennes. Deux fractions 
d'acide tfichoique pourraient donc exister dans les diverses parois bact6riennes oh des 
phosphates de polyol out 6t6 d6cel6s: une premi6re fraction, 6tudi6e par BADDILEY 
et al., associ4e par liaisons ioniques au reste de la paroi et extractible par l'acide tri- 
chlorac6tique froid; une seconde, combinfe par liaisons covalentes au mucopeptide de 
base de la paroi avec lequel elle forme un complexe non dissoci6 par l'acide trichlor- 
ac6tique froid. 

La pr6sence de toute trace d'acide t6ichoique, associ6 par liaisons ioniques au 
mucopeptide de base, dans la pr@aration des parois de B. megaterium KM qui a 6t6 
6tudife, ne peut d'ailleurs pas 4tre absolument exclue. Les pr@arations FI  et F2B 
lib~rent en effet 7 8/xmoles d'alanine libre h partir de I g de ces pm:ois, mais n'en lib6rent 
plus lorsque celles-ci out 6t6 trait6es par l'acide trichlorac6tique dans les conditions 
d6crites. SALTON 20 a 6mis l'hypoth6se que la pr6parati¢= F2B pourrait contenir un 
enzyme hydrolysant la liaison amino ester qui unit les r6sidus alanyles au glucose ou 

la N-ac4tylglucosamine dans les acides tfichoiques dfcrits par BADDILEY et al. Si 
eette hypoth6se 6tait v6rifi6e et en admettant  que l'alanine lib6r6 sous Faction de FI  
ou F2B avait pour origine un acide t6ichoique identique h celui des patois de B. sub- 

o,. des parois tilis ~, le calcul montre que cet acide repr6senterait, en poids, moins de 4 /o 
de B. megaterium KM. 

La structure du complexe acide t6ichoique-mucopeptide isol6 de la fraction non 
dialysable obtenue apr6s traitement par le lysozyme des parois de B. megaterium KM ne 
peut, k l'heure actuelle, qu'6tre esquiss6e. En particulier, elle d6pend de la nature exacte 
du polyol et de l 'interpr6tation k donner aux r6sultats d'hydrolyse acide partielle. 

Apr6s hydrolyse acide partielle de la fraction KM.Lys .ND,  quatre types de 
complexes, darts lesquels le glucose intervient, out 6t6 isol6s (Tableau IX,'). Un premier 
complexe est un oligoglucose. I1 n'a pas 6t6 retrouv6 dans l 'hydrolysat des acides 
t6ichoiques purifi6s. Or, les dosages indiquent que 8.8 °j o, en poids, de la fraction 
KM.Lys 'ND sont constitu6es par du glucose non associ6 au complexe t6ichoique. 
Ce glucose extra-t6ichoique forme donc probablement dans les parois un polyglucose 
qui par hydrolyse acide m6nagfe donne naissance k l'oligoglucose d6cel6 dans les 
ehromatogrammes. Dans les autres types de complexes, le glucose est associ6 soit avec 
de la N-ac6tylglucosamine, soit avec de l'acide N-ac6tylmuramique. Ceci sugg6re que 
des complexes de N-ac6tylglucosamine, de glucose et d'acide N-ac6tylmuramique 
existent, dans lesquelles le glucose occupe une position interm6diaire aux deux N- 
ac6tylhexosamines. Enfin, deux types de liaisons glucose-acide N-ac6tylmuramique 
semblent possibles. L'une, glycosidique, laisserait la fonction COOH libre. L'autre, 
ester, bloquerait cette fonction, rendant ainsi le eomplexe neutre k tout pH. 
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L'un et l 'antre de ces complexes glucose-acide N-ac6tylmuramique ont 6t6 re- 
trouvds aprbs l 'hydrolyse acide partielle des fragments t6ichoiques (d6barrass6s de 
leurs r6sidus mucopeptidiques par action des pr6parations FI  et F2B). Or, il est 
certain que par ce traitement, la majeure partie de l'acide N-ac6tylmuramique a 6t6 
dlimin6e en inSme temps que les r6sidus: peptide-(AG-AAM) (Tableau III, Fig. 5). 
I1 est donc difficile de pr~ciser la nature de la liaison sensible ~ l 'enzyme commun aux 
pr@arations F I e t  F2B. Deux possibilit6s peuvent 8tre envisag6es. A chacune cor- 
respond un sch6ma structurel du complexe t~ichoique-mucopeptide. Ces sch6mas sont 
donn6s dans la Fig. 7. Ils ont 6t6 construits en admettant que le polyol est du ribitol 
et en se basant sur la teneur relative des divers constituants du complexe t~ichoique- 
mucopeptide (Tableau III). Selon le sch6ma i, l 'enzyme serait une est6rase ou une 
glvcosidase active sur la liaison Gluc-(AAM-peptide). Dans ces conditions, acide 
N-ac~tylmuramique et peptide seraient unis par une liaison a amino ester ou amidique. 

Sch6ma i. Schdma 2. 

I AG-Gluc - - [ - -  

- - ~  OH _ ~  

AG-Gluc~AAM-pept. 

- ~  AG-Gluc-AAM I 
I 

-q-o  -7- I AG-Gluc~AAM-(pept) 2-(AAM-AG) I 

I I 

AG-Gluc~pept-AAM 

OH 

AG-Gluc;pept-AAM 

AG-Gluc-AAM 

OH 

AG-Gluc pep t - (AAM- AG) 

Fig. 7. Esquisses de la structure possible du complexe "acide tdichoique-mucopeptide" libdr6 des 
parois cellulaires de B. megalerium KM par traitement au lysozyme*. 

Selon le sch6ma 2, l 'enzyme serait une a-amino est6rase active sur la liaison Gluc- 
peptide, eelui-ci 6rant combin6, soit au disaccharide AG-AAM, soit k un reste N-ac6tyl- 
muramique. 

Dans l'un ou l'autre cas, la chaine de phosphate de polyol porterait un petit 
nombre de r6sidus AG-Gluc-AAM. Ces r6sidus seraient insensibles k l'enzyme commun 
aux pr@arations FI  et F2B. Ils seraient responsables de la presence des disaccharides, 
neutre et acide, Gluc-AAM d6cel6s dans l 'hydrolysat acide partiel de la fraction KM. 
Lys .ND et des "fragments" t6ichoiques purifi~s. 
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* Liaison sensible ~ un enzyme commun £ F2B et A FI, mais distinct de l'amidase de F2B et de 
la N-ac6tylhexosaminidase de FI. Gluc, glucose; AG, N-ac6tylglucosamine; AAM, acide N-ac6tyl- 
muralnique; pept:acide glutamique l:acide ~,e-diaminopim61ique l:alanine2. La composition 
globale du complexe est Pl-ribitol-Gluc~-AG2-AAMl.n-peptl.~-AG-AAM0.5. 
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RESUMI~ 

Les phosphates de polyol pr6sents dans une pr6paration de parois de Bacillus mega- 
terium KM ne sont pas extraits par l'acide trichlorac6tique froid, contrairement aux 
acides t6ichoiques d6crits par BADDILEY et al. 

Ils ont 6t6 isol6s par 61ectrorh6ophor6se de la fraction non dialysable obtenue 
apr6s incubation des parois avec le lysozyme. 

Leur analyse montre qu'ils sont combin6s k des rfsidus mucopeptidiques. L'en- 
semble du complexe repr6sente environ 4 ° °/o en poids des parois. 

La d6gradation de ce complexe par deux enzymes s6cr6tfs par certains strepto- 
myc6tes permet d'y distinguer trois fragments constitufs de phosphate de polyol, 
glucose, N-ac6tylglucosamine (fragment t6ichoique), d'acides amin6s et d'acide N- 
ac6tylmuramique (fragment mucopeptidique), du dissaccharide: acide 6-O-fl-N- 
ac6tylglucosaminyle-N-ac6tylmuramique (fragment repr6sentant un reste d'une chaine 
poly-N-ac6tylhexosaminique du mucopeptide de base de la paroi). 

Le fragment tfichoique est libfr6 sous Faction des pr6parations, FI ou F2B, 
d'exoenzymes de Streptomyces. I1 peut ~tre obtenu en incubant directement les parois 
par ces pr6parations. Le fragment disaceharidique est lib6r6 sous Faction de l'amidase 
contenue clans la prfparation F2B. 

60J/o environ, en poids, des parois sont constitu6s de glucose (probablement un 
polyglucose) 6tranger au complexe tfichoique-mueopeptide 6tudi6. 

L'acide N-ac6tylmuramique et divers oligosaccharides compos6s soit de N-ac6tyl- 
glucosamine soit de N-ac6tylglucosamine et d'acide N-ac6tylmuramique, donnent, sur 
papier, une coloration rose par la diph6nylamine-trichlorac6tique qui permet de les 
diff6rencier de la N-ac6tylglucosamine. 
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