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moehniques. — A un volume donné d’actinom
sée, on ajoute une guantité déterminée de q
rée en poids sec contenu dans le volume fi
iens servant a Padsorption sont: S. aurer
ats, tantdt tués par chauffage de 3 minutes
salisée dans des conditions bien détermine
opique, au moyen de divers tampons (acétate
ophosphates mono- et bi-basiques; véron
o), couvrant le domaine de pH 6 4 10,4, on
ces colorées est nulle ou négligeable et ot
pactériolytique sont stables, -
rés sejour en glaciere pour obtenir equi
ension bactéricnne est centrifugée a froid
1ts sont recueillis et dialysés ; enfin, leurs .
surées selon les techniques antérieurement d

k) Ultracentrifugation : 4 une vitesse de rotation de g
minute, & 23° G, la constante de sédimentation est de 518

Le «pic» obtenu indique quil n’y a quune seule ’Su-b
valeur des constantes de sédimentation el de diffusion pe:
faire une idée approximative du poids moléculaire qui se
environs de 50.000. Des mesures plus précises, tenant compy
viscosité et du volume molaire partiel, sont en cours. v

Conclusions, — 1) Les trois fractions actives de Pituri
rencient par leur stabilit¢ aux rayons ultra-violets, par le
d’absorption ulira-violet, par Ja chromatographie sur p
leur capacité de dialyser ou non au travers d’une membr :
lulose. 2) La fraction L est de nature protéique, et cert
acides aminés ont été dosés. Sa mobilite électrophoré{ique
tantes de diffusion et de sédimentation, ses principales propri
été déterminées. g
(Centre de Recherches pour la Pénicilline et les autres Ant

Laboratoires de Microbiologie (M. Welsch), Chimie-Ph

Desreux) et Biochimie (M. Florkin), Liége).
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dsorption de lactivité staphylolytique | Adsorption d
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Analyse et purification de l'actinomycétine par adsorpii - e vwar:;r i

Note de Jeax-MARIE GHUYSEN, présentée par MAURICE W

Nous avons signalé (1) que les ellets bactériolytiques e
Pactinomycétine sur Escherichia coli chauffée d’'une part
phylococcus aureus vivant d’autre part, évoluent indép
Tun de Pautre au cours de I'incubation de Streptomyces al
et qu’il n’existe pas de proportionnalité entre ces deux type
vité. :

Par adsorption de I'actinomycétine concentrée (1) sur de
divers, nous avons confirmeé Iexistence d’au moins deux |
distincts, nécessaires a ses diff¢rentes manifestations lytiq

Avec les substrats minéraux usuels (divers acticarbone
alumine), il nous a été impossible d’obtenir Padsorption |
soit de 'un ou de T'autre principe lytique, soit des impuretés
qui les accompagnent, Toutefois, aprés adsorption sur silica-ge
des conditions approprices de pI et de force ionique, le I
activité colilytique/activité staphylolytique d’une préparat
est profondément modifié, De plus, Pactivité staphylolyti
verse de Pactivité colilytique, est plus fortement adsorbée 4 |
0°. Cet adsorbant, malheureusement, n’est pas susceptible
une séparation satisfaisante des impuretés colorées. Aussi, &
étudié Padsorption sur les substrats microbiens spécifig
mémes. Cette méthode nous a permis d’obtenir des soluti

incolores.
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Fig. 1.

Résultals expérimentaur. — 1) E, coli et S.
autre, Iactivité colilytique comme lactivi
2).

2) L'adsorption n’est efficacement réalisée qu
pH 7,3 (lampon orthophosphate), ct en prése:
de corps microbiens (1,5 p. 100), I'adsorpt
e est indépendante de la force ionique el
Au contraire, dans les mémes conditions,
té staphylolytique, appréciable 4 force ionig
quement nulle lorsque p = 0,28, C’est pour ¢
mes d’adsorption, dont la figure 1 donne ur
4p = 0,02 et pH 7,3. De méme, les résult:

(1) J. M. Ghuysen, C. R. de la Soc. de Biol., 1952, t. 146, p- 126 , cssives, représentées a la figure 2, ont &
(2) M. Welsch, Rev. belge Pathol. Méd. expérim., 1947, L. 18, su nyviron.
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e vitesse de rotation de g,
le sédimentation est de 5,18
wil n'y a qu'une seule subg

ysée, on ajoute unc quantité déterminée de cellules microbiennes,
esurée en poids sec contenu dans le volume final. Les substrats mi-
nentation et de diffusion per iens sel‘yant Ifl ’adsorplion sont : S.‘aureu.s: on :E.‘ foh', tan_t(“)t
du poids moléculaire qui g ; dvants, tantot tucs par chauffage de S,mmu_te§ a 100°. L’adsorption
res plus précises, tenant compt ¢alisée dans des conf]ltlons bien de[err}nmecs de pH et‘df: force
. partiel, sont en cours, ; que, au moyen de (hvers_tam_pons (ace‘tate Na - acide acétique ;
hophosphates mono- et bi-basiques ; véronal Na-HCl; glycine-
H), couvrant le domaine de pII 6 a 10,4, ot 'adsorption des sub-
ces colorées est nulle ou négligeable et oit les deux tvpes d’acti-
bactériolytique sont stables.

Aprés séjour en glaciere pour obtenir Iéquilibre d’adsorption, la
uspension bactérienne est centrifugée a froid ; les liquides surna-
ts sont recueillis et dialysés ; enfin, leurs activités lytiques sont
irées selon les techniques antérieurcment décrites (1, 2).

. fractions actives de l'iturine &
¢ rayons ultra-violets, par ley

la chromatographie sur pap
on au travers d’une membran
le nature protéique, et certaing
sa mobilité électrophorétique,
wentation, ses principales propr

snicilline et les aulres Ant - -
;f;e”(};f Welsch). ChimiePhy . |SOTHERMES D'ADSORPTION A 0°C SUR_SUBSTRATS MICROBIENS (pH 7,3)

Florkin), Liége).

; hﬂgs.orprim!n de I‘gctiyiié §rgp_t_1y_lb_lyﬂqug Adsorptlion de I‘acr'ivité colilylt_iqu_e
]

|
unités adsorbées 103 unités adsorbpes 103

O = E.Coli chauffé:0,3%
® = E.Coli chauffé: 0,04%
® = E.Coli vivant :0,16%
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. Jes effets bactériolyliques exe
chia coli chauffée d’une part,
Pautre part, évoluent indépen

incubation de Streplomyces al o @ | ‘

yrtionnalité enfre ces deux typ Y—Q_gunir . m;;s 103 IS Mo

1yeétine concentrée i(.!) sur des 5 10 15 0 25 5 7.5 Graph 1
Pexistence d’au moins depx P! g L

fférentes manifestations Iytique

1x usuels (divers actlcarhpnes,

ossible d’obtenir l’adsorption sp Résullats expérimentaur., — 1) E. coli et S. aureus adsorbent, T'un

icipe lytique, soit des impu_rgtes._'
ois, aprés adsorption sur silica-g
le pH et de force iomgue, 153
taphylolytique d’une preparaj’.mr_n=
e plus, Pactivité staphylolytique
, est plus fortement adsorbce a
usement, n’est pas susceptible
les impuretés colorées. Aussi, av
substrats microbiens spem'ﬁqu
a permis d’obtenir des solutio

t lautre, I'activité colilytique comme DPactivité staphylolytique (fig.
€t 2).

2) L’adsorption n’est efficacement réalisée qu’a force ionique faible,
H 7,3 (lampon orthophosphate), et en présence d’une grande quan-
de corps microbiens (1,5 p. 100), I'adsorption de Pactivité colily-
le est indépendante de la force ionique entre les limites 0,01 et
Au contraire, dans les mémes conditions, Padsorption de l'acti-
¢ staphylolytique, appréciable & force ionique trés faible, est pra-
ement nulle lorsque n = 0,28. C’est pour cette raison que les iso-
ermes d’adsorption, dont la figure 1 donne un exemple, ont été obte-
84 p = 0,02 et pH 7,3. De méme, les résultats de trois adsorptions
essives, représentées 4 la figure 2, ont été obtenus 4 p = 0,05

iol., 1952, t. 146, p. 1268
a Soc. de Biol., o

thol. Méd. expérim., 1947, t. 18, sul
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) En réalité, lactivité lytique homolog
sorbée. En effet, en utilisant des actin0m§
rts activité colilytique/activité staphylol;
e, par exemple, que, plus le titre colily'
} l.ption de Pactivité staphylolytique par F
ryation est illustrée également par les

Luccessives (fig. 2).

- 7) Les principes actifs adsorbés sur sul
stre désorbés 4 0° et A force ionique.éle
dition de NaCl aux tampons précités, Le
qroid et leurs activités lytiques sont mesuré
- g) Incolores et limpides avant dialyse,
apres celle-ci, un trouble d’autant 1)1ush act
s réalisée en milien plus acide, Celui-
ddition d’é¢lectrolytes. Aprés désorption e
Jes désorbats restent limpides aprés dialys
~ g) L’activité colilytique du désorbat est
qit été faite 4 pH 3,5 ou 10,6. Par contri
désorbée n’est appreéciable que si Topérat
alcalin.

10) Par adsorption sur bactéries chauffée
faible, suivie de désorption a pH 10,6 ou
on récolte le principe colilytique purifié
7. 100. Quant a la purification du princip
mémes conditions, elle atteint un rendeme
1a désorption est faite a pH 10,6, mais de
est faite & pH 3,5.

3) L’adsorption des deux types d’activité i g

voisin de 9,0 (fig. 2). P ctivite est optimale i
4) Contrairement aux résultats ra : i o

: ! : j pportés par Tai et

(3) 4 propos (ge T'adsorption de 'activité colilytique pa‘;orflgH

avons'(:oustate que les corps microbiens non chauffés pr; <

pouvoir d’adsorption non négligeable, mais cependant o

qu’aprés chauffage (fig. 1). Pl

ADSORPTION EN FONCTION DU pH

% d'adsorplion
(subsfraf : S.Aureus chauffé:0.3%) |

80

Conclusions. — 1) La dualité des prinei
hylolytique, de Pactinomycétine est dén
silica-gel ou sur bactéries.
2) Aucun systéme : adsorbant minéral
d’obtenir une purification satisfaisante de
3) Tes substrats microbiens frais, mais
présentent, pour Jes deux types d’activité
élevée, qui s’exerce toutefois préférentiel
logue,
~ 4) I’adsorption de I’actinomycétine
_chaullés, 4 pH 9,0 environ et force ioniq

20 0
Activiré Staphylolyfique ‘c\
1€ adsorption o
3g 7] (]
Acfiviré ColilyFique
12 adsorption o

Graph. . :

aph.2 3¢ G| ® pH tion en milieu alecalin et force ionique c

5 6 7 8 9 10 1 ?éléz;r(lf) hactériolytiquement actives ince
Fig. 2. ' j i

(Laboratoires de Microbiologie gt

5) Chaque substrat présenfe une capacité d’adsorption plu Universilé de Liége el C.R.P.A., Directe

pour l(? principe lytique homologue et atteint un état proche
S?t;)ratlon avec une moindre quantité de principe hétérologue
et 2).

(*) Nous remercions I'Institut pour IEn
scientifique dans 1'Industrie et PAgriculture
ot des Produits chimiques du Marly pour L
permis de poursuivre ce travail.

2 (13%01". Y. Tai et Wi E. van Heyningen, J. gener. Microbiol., 195
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g) En réalité, lactivité lyliqgue homologue est préférentiellement
adsorbée. En elfet, en utilisant des actinomycétines possédant des rap-
orts activité colilytique/activité staphylolytique différents, on cons-
te, par exemple, que, plus le titre colilytique est élevé, plus Pad-
rption de Vactivité staphylolytique par E. coli est faible. Cette ob-
cervation est illustrée également par les expériences d’adsorptions
successives (fig. 2).

7) Les principes actifs adsorbés sur substrats microbiens peuvent
gtre désorbés a 0° et 4 force ionique.élevée (p = 1), obtenue par
dition de NaCl aux tampons précités. Les désorbats sont dialysés a
oid et leurs activités lytiques sont mesurées.
 8) Incolores et limpides avant dialyse, les désorbats présentent,
rés celle-ci, un trouble d’autant plus accentué que la désorption a
& réalisée en milieu plus acide. Celui-ci disparait d’ailleurs par
dition d’électrolytes, Aprés désorption en milieu neutre ou alealin,
les désorbats restent limpides aprés dialyse.

9) L’activité colilytique du désorbat est la méme, que la désorption
qit été faite a pH 3,5 ou 10,6. Par contre, 1'activité staphylolytique
sorbée n’est appréciable que si 'opération est effectuée en milien
alcalin.
 10) Par adsorption sur bactéries chauffées, a pH 9,2 et force ionique
faible, suivie de deésorption a pH 10,6 ou 3,5 et force ionique élevée,
récolte le principe colilytique purifié avee un rendement de 50
100. Quant & la purification du principe staphylolytique, dans les
mémes conditions, elle atteint un rendement de 30 p. 100 environ, si
la désorption est faite a pH 10,6, mais de 4 p. 100 seulement, si elle
est faite a pH 3,b.

activité est optimale

v'ﬂ_

pportés par Tai et von |
tivité colilytique par E.
bbiens non chauffég P
able, mais cependant

FONCTION DU pH

- chauffé: 0.3%) | |

- Conclusions. — 1) La dualité des principes actifs, colilytique et sta-
phylolytique, de l’actinomycétine est démontrée par adsorption sur
silica-gel ou sur bactéries.

- 2) Aucun systéme : adsorbant minéral/éluant ne nous a permis
d’obtenir une purification satisfaisante des principes lytiques.

~ 3) Les substrats microbiens frais, mais davantage aprés chauflTage,
présentent, pour les deux types d’activité, une capacité d’adsorption
élevée, qui s’exerce toutefois préférentiellement sur I'activité homo-
logue.

 4) L’adsorption de Pactinomycétine par les corps microbiens
chauffés, 4 pH 9,0 environ et force ionique faible, suivie de désorp-
tion en milieu alcalin et force ionique élevée, permet d’obtenir des
solutions bactériolytiquement actives incolores, substantiellement pu-

rifiées (*).

3 (Laboratoires de Microbiologie générale et médicale,
~ Université de Liége et C.R.P.A., Directeur : M. Maurice Welsch).
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(*) Nous remercions IInstitut pour PEncouragement de la Recherche
scientifique dans PIndustric et PAgriculture et la Société belge de I'Azote
et des Produits chimiques du Marly pour leur aide financiére qui nous a
Permis de poursuivre ce travail.
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