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[. Ala.  Lys" Phe .  Glu *. Ser. Phe .  Asp.  Glu *. Ala. Thr .  Asp*.  Arg. ], [. Cys. Glu*. Ala. Leu- Ala. Ala.  
I 

S 
Met .  Lys .  Arg.  ], [ .Thr .  Pro .  Gly.  Set.  Arg.  ], [ .Val .  A la .T ry .  Arg.  ], [. Asp*.  Ala .Try .  1, [" Ileu. 
Thr .  Ala.  ], [ .Val .  Glu(NH2). Ala.  1, [" Asp(NH2)" Arg. ], [. Leu.  Pro .  ], [" Cys. Lys .  ], [. Arg.  Gly- 
Tyr .  Ileu- Leu.  (Gly, Ser 2, Thr, Ileu, Asp4 *, Glu *). Arg.  ], [. Gly. I leu.  Leu.  ], 

• Gly. Cys. Arg.  Leu.  OH.  
I 

S 

* I1 n ' a  pas 6t6 d6termin6 si ces r6sidus sont  amid6s ou non. 

S U M M A R Y  

Various pept ides ,  resul t ing f rom the  hydrolys is  of hen ' s  egg lysozyme by  pepsin have  been separa ted  
and isolated in a pure  s ta te .  The s t ruc ture  of some of t h e m  has  been established. The results  allow 
us to ex tend  our  knowledge concerning the  chemical  s t ruc ture  of lysozyme and to  assign the  
following par t ia l  s t ruc tu re  to  it : 

H .  Lys-Val -  Phe .  Gly,. Arg..  
[. Arg.  His .  Lys .  Glu • Asp • Ala. Tyr .  Gly" Set .  Leu- Asp- Asp(NH2) • Tyr .  Arg.  Gly.  ], 

[. Ala.  Lys .  Phe .  Glu *. Ser.  Phe .  Asp.  Glu *. Ala.  Thr-  Asp *. Arg.  ], [. Cys. Glu *. Ala. Leu.  Ala.  Ala.  
d 
S 

Met.  Lys-  Arg-] ,  [ .Thr .  P ro .  Gly.  Ser. Arg- ] ,  [. Val.  Ala. Try.  Arg . ] ,  [" Asp*.  Ala .Try .  ], [. Ileu. 
Thr .  Ala-] ,  [ .Val .  Glu(NH2) 'Ala '  ], [ 'Asp (NH2) 'Arg"  ], [ .Leu .  P ro . ] ,  [ .Cys .  Lys - ] ,  [ .Arg .  Gly- 
Tyr-  Ileu- Leu.  (GIy, Set  2, Thr, Ileu, Asp4 *, Glu *). Arg.  ], [. Gly. I leu.  Leu.  ], 

• Gly.  Cys. Arg.  Leu.  O H .  
I 
S 

I t  has  no t  been  de te rmined  whe the r  or no t  these  residues conta in  an amido group. 

B I B L I O G R A P H I E  

1 j .  JOLLI~S-THAUREAUX, P. JOLL]~S ET C. FROMAGEOT, Biochim. Biophys. Acta, 27 (1958) 298. 
2 p.  JOLL~S ET J. THAUREAUX, Compt. rend., 243 (1956) 1685. 
3 j .  THAUREAUX ET P. JOLLY;S, Compt. rend., 243 (1956) 1926. 
4 G. JOLL~S ETC. FROMAGEOT, Bioehim. Biophys. Acta, i i  (1953) 95. 
5 C. H. W. HIES, W. H. STEIN ET S. MOORE, J. Biol. Chem., 219 (1956) 623. 
6 F. SANGER, Biochem. J., 39 (1945) 511. 
7 R. ACHER, U. R. LAURILA ETC. FROMAGEOT, Biochim. Biophys. Aeta, 19 (1956) 97. 
s p .  JOLL~S, J.  JOLL~S-THAUREAUX ET C. FROMAGEOT, Symposium on Prot. Structure, Paris, Juillet 

1957 (sous presse).  
Re~u le IO aofit 1957 

~2TUDE DE LA FLOCULATION SPONTAN~:E DES FORMES R 

DE CERTAINES ENTEROBACT]~RIACI~ES* 

J.  D I R K X ,  J. B E U M E R  ET M. P.  B E U M E R - J O C H M A N S  

Institut Pasteur de Bruxelles (Belgique) 

INTRODUCTION 

Darts un travail r6centl, ~, nous avons 6tudi6 la fixation du phage H-SHPB(Ca) sur 
diff~rents germes sensibles, dans diff6rentes conditions ioniques et nous avons montr6 

* Dans  ce t ravai l ,  nous avons  utilis6 la terminologie  g6n6ralement en usage dans  la science des 
collofdes, p lu tS t  que celle de la bact~riologie. C 'es t  ainsi  que nous appelons  floculation les ph6no- 
m~nes d6sign6s en bactdriologie sous les noms  d 'agglut inat ion,  agglom6ration,  etc. 
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que cette fixation, sur les germes R, pouvait  s'expliquer en tenant compte des charges 
61ectriques port6es respectivement par le phage et les bact6ries sensibles, si l 'on ap- 
pliquait la th6orie de VERWEY ET OVERBEEK 3 a l '6tude de cette fixation, envisag6e 
comme un probl~me de stabilit6 de colloides. 

Nous nous sommes demand6 si cette m6me th6orie ne permettrai t  pas d'expliquer 
la floculation spontan~e des suspensions de germes R en fonction des conditions 
ioniques du milieu de suspension. Jusqu'k pr6sent, le comportement hydrophobe des 
germes R a ~t6 attribu6 k la presence de lipides ~ la surface de ces bact~ries 4, s. I1 nous 
a sembl6 int6ressant de rechercher si le comportement particulier des bact6ries R 
n'6tait pas susceptible d'une interpr6tation purement physique. 

CONSID1~RATIONS THJ~ORIQUES 

I1 n 'entre pas dans le cadre de ce travail de reprendre par le d6tail la th6orie de 
VERWEY ET OVERBEEK mais nous en rappellerons toutefois l'essentiel. Lorsque deux 
particles colloi'dales charg6es, porteuses par cons6quent d'une double couche 61ectro- 
ionique, se trouvent ~. proximit6 l 'une de rautre,  elles sont soumises ~ deux forces 
diff6rentes. La premiere est une force de r6pulsion 61ectrique, d6pendant de la distance 
entre les particles, de leur rayon, de leur potentiel et de l'extension plus ou moins 
prononc6e de la pattie diffuse de la double couche, elle-m~me inversement proportion- 
helle k la racine carr6e de la force ionique. L 'autre force, at tractive cette fois, r6sulte 
de l'existence de dip61es 61ectriques transitoires au sein des atomes constitutifs des 
particles en pr6sence. Elle ne d6pend que du rayon de ces derni~res et de la distance 
qui les s6pare et est d6sign6e g6n6ralement sous le nom de force de LONDON-VAN DER 
WAALS. Ces deux forces ont pour cons6quence l'existence d'6nergies potentielles 
d 'at t ract ion et de r6pulsion auxquelles VERWEY ET OVERBEEK donnent les expressions 
suivantes: 

(a) Pour l'6nergie potentielle de r6pulsion V~ 

V r = 1/2 e .a .~vo2.1n ( i  + e - n : ' H o )  ( I )  

oh e est la constante di61ectrique du milieu, a l e  rayon de la particule, ~v 0 le potentiel 
61ectrique k la surface de la particule, H 0 la plus courte distance entre deux particules 
et ~ le param~tre de DEBYE ET HUCKEL qui, en milieu aqueux et h la temp6rature 
ordinaire est donn6 par  la relation: 

K = 0 .327"  lO 8 "V/~ - 

oh t* est la force ionique de la  solution. 
(b) Pour l'6nergie potentielle d 'attraction: 

- - A  "a  
v~ = (2) 

I2H 0 

off A est une constante appel6e constante de LONDON-VAN DER WAALS. Le signe 
--- devant  l'expression (2) indique que l'6nergie d 'at tract ion est de signe oppos6 k 
l'6nergie de r6pulsion. 

L'6nergie totale d'interaction entre deux particules est 6videmment donn6e par 
la somme alg6brique des deux 6nergies composantes: 

v = 1I, + v~ (3) 
Bibliographie p. 453. 
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I1 est k remarquer que l'4nergie potentielle de r4pulsion d4pend, entre autres 
choses, des conditions ioniques du milieu par le facteur K. L'6nergie de r6pulsion, 
fonction d6croissante de H 0, diminuera donc d'autant plus vite que la force ionique 
augmentera, alors que l'6nergie d'attraction est ind4pendante de ces conditions et 
manifestera, pour un type de particule donn6, toujours la mSme variation en fonction 
de H 0. D~s lors, les courbes d'6nergie d'interaction entre deux particules, calcul4es 
arbitrairement par la fornmle 
(3) pour d i ~ t e s  conditions sooo- 
ioniques, peuvent pr6senter trois 
aspects bien particuliers tels qu'on 
peut les voir sur la Fig. i. 

2000- 

Fig. I. Energ ie  potent ie l le  d ' i n t e rac -  
t ion  en t r e  les bacilles F 6 R  en pr4sence 
du  ca t ion  Mg ++ A diff4rentes concen-  
t r a t ions ,  courbe  a:  [Mg++~ = I o - 3 M ;  
courbe  b:  [Mg ++] = 5" I o - l M ;  courbe  
c: [Rig ++] = I o - 2 M .  Ces t ro is  concen-  
t r a t i ons  co r r e sponden t  A t ro is  a spec t s  
t y p i q u e m e n t  diff4rents des  courbes  
d '4nergie  d ' i n t e r ac t ion  (voir texte) .  E n  
abcisses :  d i s t ance  en t r e  les ge rmes  ell 
a n g s t r 6 m s .  E n  ordonn4e:  4nergie po- 
tent ie l le  d ' in te rac t ion ,  La  r4puls ion a 
6t4 compt4e  pos i t i vemen t  ~ pa r t i r  de 
l 'origine,  l ' a t t r ac t ion ,  n4ga t ivemen t .  
U n e  uni t4  de l 'o rdonn4e  v a u t  lO -14 erg. 

1000- 

0 

1000- 

2000 

Vr 

v~ 

50 H , , ~ 200 

L'analyse de ces trois aspects conduit aux conclusions suivantes: 
(a) Premier cas (Fig. I, courbe a): faible force ionique, l'6nergie de r4pulsion est 

toujours sup4rieure ~ l'4nergie d'attraction et les particules se repoussent. Aucune 
floculation ne peut donc avoir lieu. 

(b) Deuxi~me cas (Fig. I, courbe b): force ionique 61ev6e, l'4nergie de r4pulsion 
fortement r4duite par la haute valeur du facteur K, est toujours inf6rieure, en valeur 
absolue, k l'6nergie d'attraction de sorte que cette derni~re pr6domine fortement 
toute distance et conduit ~t l'agglom4ration des particules. A l'4chelle macroscopique, 
cette agglom4ration se traduit par la floculation de la suspension. Nous proposons de 
d6signer ce ph4nom~ne sous le nom de floculation primaire pour le distinguer du 
troisi~me cas envisag6 maintenant. 

(c) Troisi~me cas (Fig. i, courbe c): force ionique interm4diaire entre celles des 
deux premiers cas. Comme les 4nergies d'attraction et de r4pulsion varient suivant 
des lois compl~tement diff4rentes, on obtient une courbe complexe qui pr4sente les 
caract4ristiques suivantes: pour une faible distance entre les particules (quelques 
angstr6ms) l 'attraction, comme dans les deux cas pr6e6dents, pr~domine fortement; 

une distance plus grande (15 A dans le cas pr4sent) on observe un maximum dans 
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le sens de la r6pulsion. Si ce maximum est suffisamment 61ev6 (sup6rieur ~ IO kT) les 
particules ne pourront franchir cette barri~re de potentiel et tout contact entre elles 
est, par le fait mSme, impossible. Enfin, k une distance encore plus grande (7 ° A) 
existe un minimum correspondant £ une certaine 6nergie d'attraction. Si ce minimum 
est suffisamment prononc6, les particules s'agglom6reront, sans, toutefois, entrer 
r6ellement en contact si la barri~re de r6pulsion est suffisamment 61ev6e. Dans ces 
conditions, on observera une floculation d'un type particulier que nous proposons 
d'appeler floculation secondaire. La floculation secondaire diff6rera sensiblement de 
la floculation primaire en ce qu'elle sera beaucoup plus ais6ment r6versible que cette 
derni~re et pourra, par exemple, 8tre redissoci6e par simple agitation dans le cas de 
particules assez grosses (de l 'ordre du micron). La floculation secondaire n6cessitera 
6galement un temps plus long pour se produire. 

Ces derni~res caract6ristiques sont pr6cis6ment celles que manifestent les suspen- 
sions de bact6ries R et, d~s lors, nous nous sommes demand6s si le minimum dans la 
courbe des 6nergies d'interaction, tel que le fait apparattre la th6orie de VERWEY ST 
OVERBEEK, 6tait susceptible d'expliquer le comportement des germes R vis h vis des 
61ectrolytes. Le probl~me pr6sentait, de plus, un certain int6r~t th6orique, relative- 
ment peu de preuves exp6rimentales de l'existence de ce minimum ayant 6t6 donn6es 
jusqu'k pr6sent. 

En se basant sur la th6orie de VERWEY ET OVERBEEK et en admettant ,  de plus, 
que la floculation des germes R puisse ~tre attribu6e k la floculation secondaire, il est 
possible de pr6voir les concentrations en diff6rents 61ectrolytes qui provoqueront la  
floculation des suspensions de germes R. 

Pour 6tablir les courbes d'6nergie d'interaction entre les bact~ries aux diverses 
concentrations, il est n6cessaire de se fixer, pr6alablement, un module pour la double 
couche entourant les germes. Nous avons admis le module de STERN 8 qui semble plus 
proche de la r6alit6, surtout dans les solutions relativement concentr6es (sup6rieures 

IO -a M). L'adoption du module de STERN revient ~ remplacer le terme ~0 o de l'6qua- 
tion (I) par le potentiel ~ de STERN. Cette correction pr6sente l 'avantage de tenir  
compte d'une variation 6ventuelle du potentiel avec la concentration en sel, variation 
qui semble n6gligeable dans le cas qui nous int6resse, et, surtout, de tenir compte de 
l 'abaissement consid6rable du potentiel en pr6sence de cations bivalents. Le potentiel 
~o bact6rien, d6termin6 principalement par la dissociation des groupes ionisables 
port6s par la membrane cellulaire, restera ind6pendant des conditions ioniques du 
milieu ambiant  alors que le potentiel ~v, sera, comme il est classique, notablement 
influenc6 par ces conditions et montrera un abaissement sensible avec l 'augrnentation 
de la charge des ions compl6mentaires. Bien que, d'une mani~re g6n6rale ils n'utilisent 
pas la correction de STERN dans leurs calculs, VERWEY ST OVERBEEK admettent  
cependant que son application conduit ~ des r6sultats plus exacts et donne une meil- 
leure concordance entre les valeurs de floculation pr~dites th6oriquement et celles 
trouv6es exp6rimentalement ~. De plus, le potentiel ~, est d6fini comme 6tant celui 
r6gnant au point le plus ext6rieur de la couche d'ions adsorb6e sur la particule, couche 

laquelle on assigne une 6paisseur du m~me ordre que le diam~tre des ions. Par  
ailleurs, le potentiel ~" est d6fini comme 6tant le potentiel r6gnant au plan de glissement 
entre la particule et le liquide environnant. Ce plan est situ6, lui-aussi, k quelques 
angstr6ms de la surface particulaire. On peut donc, en premiere approximation, as- 
similer le potentiel ~ de STERN au potentiel ~ des ph~nom~nes 61ectrocin~tiques, ces 
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deux potentiels 6tant, si paN absolument identiques, au moins tr~s voisins l 'un de 
l'autre. Dans tous noN calculs, noun avons donc remplac6 le potentiel % de la formule 
(I) par les potentiels ~ d6termin6s exp6rimentalement k l'61ectrophor~se. 

L'adoption du module de STERN permet, de plus, de prendre pour la constante de 
LONDON-VAN DER WAALS une valeur en bon accord avec celle que la th6orie permet de 
pr6voir. NouN avons admis pour cette constante la valeur de 5" lO-13 erg. EUe est 
proche de celle de 6. lO -13 erg calcul6e par VERWEY ET OVERBEEK 3 pour les mol6cules 
d'eau au moyen des formules th6oriques de SLATER ET KIRKWOOD 9. I1 est difScile de 
d6terminer la valeur exacte de la constante d'attraction, celle que nouN lui assignons 
est non seulement en bon accord avec les quelques d6terminations th6oriques qui 
peuvent en 6tre faites main se trouve pr6cis6ment aussi ~tre la moyenne g6om6trique 
des valeurs extremes que l'exp6rience conduit k lui attribuer. 

D'apr~s les consid6rations pr6c6dentes, les courbes d'6nergie d'interaction entre 
les gerrnes ont 6t6 calcul~es pour diff~rentes concentrations de mal6ates de cations 
mono- et bivalents. 

Dans ces calculs, nouN avons admis comme valeur moyenne du potentiel ~ le 
chiffre de lO3 mV en pr6sence de cations monovalents et celui de 5o mVen pr6sence de 
cations bivalents. De plus, nouN avons suppos6 que les bact6ries se comportaient 
comme des spheres dont la valeur calcul6e du rayon 6quivalent est de 0,8 /~ et sup- 
pos6, enfin, que le potentiel ~ restait constant en d6pit des variations de concentration. 
Pr6c~demment 2, noun avons pu montrer la validit6 exp6rimentale de cette derni~re 
hypoth~se, du moins en premiere approximation. 

Les courbes ainsi 6tablies sont celles des Fig. 2, pour les cations monovalents et 3 
pour les cations bivalents. Comme on le volt toutes ces courbes appartiennent k une 
:m~me famille et poss~dent la m6me enveloppe. Cette enveloppe correspond k l'6nergie 
d 'a t t ract ion cr66e par les forces de LONDON-VAN DER WAALS seules. 

Vr, 
2000 

,iii 
2000 Vo 

Fig. 2. l~nergie d ' in teract ion entre les germes R pour  diff6rentes concentrat ions en ions mono-  
valents. Les diff6rentes concentrat ions  sont  indiqu~es sur  les courbes. Les unit~s sont  identiques 

~ celles de la Fig. i. 
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Si l 'on consid~re les courbes de la Fig. 2, on voit qu 'un minimum assez marqu6 
apparai t  pour une concentration en c a t i o n s m o n o v a l e n t s d e l ' o r d r e d e 5 . i o - ~  i o - l M .  
Si la floculation des germes R peut 8tre du type secondaire, on dolt donc s 'attendre k 
l 'observer dans cette zone de concentration bien qu'une barri~re de potentiel, in- 
franchissable jusqu'k la concentration de 0.5 M, empSche les bact6ries d 'entrer  
r6ellement en contact. On voit 6galement que la zone pr6visible oh s 'observera cette 
floculation secondaire s'6tend de la concentration 5" IO-2 M k 5" IO-a M. Aux con- 
centrations sup6rieures k cette derni+re valeur doit avoir lieu la floculation primaire, 
caract6ris~e par le fait qu'eUe apparattra plus rapidement et sera beaucoup plus 
difficile h dissocier. 

2000 Vr 

 ooot Lo\\ \ 
l IAr: \ \  \ 5°°1 f( \ \  "\ 
, Ir \ 50. " ~  ,oo.._ , 5 o - ~  2oo ,o 2 !o  

1ooo11s/ 
2 0 0 0 "  ~ ' ~ f Va 

F i g .  3. l~ne rg i e  d ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  les  g e r m e s  R p o u r  d i f f~ ren t e s  c o n c e n t r a t i o n s  en  ions  b i v a l e n t s .  
L e s  d i f f6 r en t e s  c o n c e n t r a t i o n s  s o n t  i n d i q u ~ e s  s u r  les  cou rbes .  L e s  u n i t ~ s  s o n t  i d e n t i q u e s  ~ celles.  

de  la  F ig .  z. 

Si l'on consid~re la famille de courbes de la Fig. 3 (cations bivalents), on voit 
imm6diatement  que, bien que l'allure g6n6rale du ph6nom~ne demeure la mSme, la 
zone de concentrations o{1 peut avoir lieu la floculation secondaire est beaucoup plus 
restreinte et ne s'6tend que de 5" lO -8 M ~ lO -2 M. En deqk de cette zone, le minimum 
n'est  pas assez prononc6, au delk aura lieu la floculation primaire. Ce fait est unique- 
ment  dfi k l 'abaissement consid6rable du potentiel ~ par les ions bivalents. I1 faut 
6galement remarquer que les floculations secondaires ~chappent ~ la r~gle de SCHVLTZE 
ET HARDY puisque nous voyons qu'elles ont lieu pour une concentration en ions 
bivalents environ dix lois plus faible qu'en ions monovalents au lieu de 64 fois comme 
la r~gle de SCHULTZE ET HARDY permettrai t  de le pr6voir. 

Ces pr6visions th6oriques une fois 6tablies, nous avons cherch6 k e n  v6rifier 
exp6rimentalement le bien fond6 en d6terminant les valeurs des concentrations 
cationiques auxquelles floculent une s6rie de germes poss~dant le caract~re R. 
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PARTIE EXPI~RIMENTALE 

M a t e r i e l  et m3thodes 

Souches  bact~riennes.  Les souches que nous avons  ut i l isdes a p p a r t i e n n e n t  aux  groupes  E.  coli e t  
ShigeUa e t  poss~dent  le carac t~re  R. Ce son t  les souches:  coli  9~ R, SHPB,  F6R,  Y 6 R  et  une souche 
de E .  coli 9 S cul t ivde  en dessous de 2o ° e t  p r6 sen t an t  pa r  consdquent  le caract&re R phdno typ ique  e. 
Ces souches  on t  6t6 cul t ivdes  sur  gdlose ordinaire ,  remises  en suspens ion  dans  l ' eau  dist i l lde au 
m o m e n t  de l ' emplo i  e t  lavdes une  lois  ~ l ' eau  dis t i l l6e a v a n t  d ' e t r e  remises  en suspens ion  dans  le 
mi l ieu  ~ tes te r .  

Electrophorgse,  mesures  de conductivi t3,  m i l i e u x  de suspens ion .  Ces mdthodes  ont  dtd ddcri tes 
p rdcddemmen t  1, 2. 

M e s u r e  de la f loculat ion.  Dans  une sdrie de pe t i t s  t ubes  dtroi ts ,  on i n t rodu i t  0.8 ml  du mil ieu  
ionique  ddsird (solut ion de maMate  du ca t ion  mdta l l ique  choisi) e t  0.2 ml  de germes  lards ,  en 
suspens ion  dans  l ' eau  disti l lde. La  concen t r a t ion  ionique finale est  calculde en t e n a n t  cornpte de 
ce t t e  d i lu t ion .  Les t u b e s  sont  ensu i te  mdlangds  pa r  un  ldger ba rbo t age  d ' a i r  e t  abandonnds  de 
15 A 20 h ~ la t e m p d r a t u r e  ordinaire .  Apr6s ce t emps ,  t o u t  le l iquide  est  ddcantd A la p i pe t t e  e t  les 
cu lo t s  remis  en suspens ion  dans  i o  ml  d ' eau  disti l lde. La  lumi~re diffusde pa r  ces derni~res suspen-  
s ions est  mesurde  au ndph61ombtre COLEMAN et  donne  une mesure  di recte  de la p ropor t ion  de 
germes  flocuMs a u x q u e l s  s ' a j o u t e n t  ceux,  beaucoup  moins  nombreux ,  a y a n t  ddposd sous l ' a c t i on  de 
la gravi t6 .  Cet te  derni~re va l eu r  es t  mesurde au ndphdlom~tre  sur  un  b lanc  cons t i tud  d 'une  suspen-  
s ion de germes  dans  l ' eau  dis t i l lde t r a i t6e  e x a c t e m e n t  comme les suspensions  en mil ieu ionique.  
La  va l eu r  de ce b lanc  est  dddui te  des lec tures  efffectudes sur  les suspens ions  en expdrience.  

La  mdthode  est  assez peu  prdcise sur  le p l an  q u a n t i t a t i f  ma i s  nous ne cherchons  pas  r a n t  ft. 
dd t e rmine r  le n o m b r e  exac t  de germes  ddposds qu '£  m e t t r e  en dvidence,  pa r  un cri t~re objectif ,  
la f locula t ion  el le-m6me. T o u s l e s  rdsu l t a t s  ont  dtd calculds en pourcen tage  de la densi td  op t ique  
c o r r e s p o n d a n t  ~ une  f locula t ion  to ta le .  

I1 es t  A r e m a r q u e r  que  les chiffres a ins i  ob tenus  n ' o n t  pas  une s ignif icat ion absolue  pu i squ ' i l s  
ddpenden t  d v i d e m m e n t  du temps .  Tou t  au p lus  peu t -on  considdrer  que, apr~s un  t e m p s  donnd, 
les va l eu r s  ob tenues  sont  p ropor t ionne l l es  A la grosseur  des flocons qui  se sont  formds et, p a r  
.consdquent, ~ la p ro fondeur  du m i n i m u m  de la courbe d 'dnergie  d ' in t e rac t ion .  

RI~SULTATS EXP]~RIMENTAUX 

I. R~sultats d¥lectrophor~se 

La plupart de ces rdsultats ont dtd publids prdc6demment ainsi que la mdthode 
utilis6e pour calculer le potentiel ~2. Nous rdsumons ici, au Tableau I, les valeurs de 
potentiel trouvdes dans diffdrentes conditions ioniques pour les diffdrents germes 
6tudids. 

Comme on peut le voir dans ce tableau, tousles germes R possSdent sensiblement 
le in6me potentiel dans les m~me conditions ioniques et, d'autre part, aux erreurs 

T A B L E A U  I 

POTENTIEL 2 DES DIFF]~RENTES BACT~RIES DANS DIFF]~RENTS MILIEUX 

Milieu F6R 

Germes 

Coil 9 R Coil qo R SHPB Y6R F6S 
phdn.otyp, gdnotyp. 

Na + 
2" IO -s  M 96.8 123.6 92.1 IOI .2 lO 3 47.7 
K + 
2" lO -2 M lOl .2  - -  93.7 112. 7 --- 36.9 
Ca++ 
2. lO -3 M 48 44-3 49.3 49 63 27.4 
Mg++ 
2" lO -3 M 49.4 - -  48.8 48.6 - -  24"7 

Toutes  ces va leurs  son t  expr imdes  en mV; elles ont  dtd ddtermindes  A 23 ° C, ~t p H  7.3 dans  
des t a m p o n s  au maldate .  Les va leurs  de po ten t i e l  du F6S sont  donndes ~ t i t r e  de compara ison .  

B i b l i o g r a p h i e  p. 453.  



V O L .  2 7  ( 1 9 5 8 )  F L O C U L A T I O N  D ' E N T E R O B A C T E R I A C E E S  
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Coli ~oR Coli ~o R S H P B  Y6R 
[Na+]  F6R phdnotyp, gdnotyp. 

2 "  1 0  - 3  M O O o O o 

5" IO--3 M o o o o o 
i o  - 3  M o o o o o 

2 .  i o  - z  M o o o o o 
5" l O - 2  M 54  o o o o 

10 -1  M 95  O 23 4"5 O 
2" IO -1  M 99  lO2  83  3 ° o 
5" l O - 1  M IOO 98  9 8  84  7 ° 

I M - -  - -  - -  i o o  i o o  

T A B L E A U  I I I  

F L O C U L A T I O N  D E S  G E R M E S  R P O U R  D I F I r l ~ R E N T E S  C O N C E N T R A T I O N S  E N  I O N  K + 

Coli 9R Coli ~R S H P B  Y6R 
K +  F 6 R phdnotyp, gdnotyp. 

2 " 1 0  ~8  M o o o o o 

5" 10--3 M o o o o o 
10 -2 M 0 O O o 0 

2" lO - 3  M 15 o o o o 
5" l O - 3  M I IO o 38  38  o 

IO  - 1  M l O 6  112  9 6  44  o 
2" IO - 1  M 95  I 1 8  129  lO 4 124  
5" l O - 1  M 95  8o  88  84  IOO 

I M z o o  88 85 I o 2  42 

T A B L E A U  I V  

F L O C U L A T I O N  D E S  G E R M E S  R POUR D I F F ~ R E N T E S  C O N C E N T R A T I O N S  E N  I O N  C a  + +  

Coli 9R Cull ~oR S H P B  Y6R 
Ca++ F6R phdnotyp, gdnotyp. 

I O  - 3  M o o o o o 

2 .  l O  - 3  M o o o o o 

5" 10--3 M 4 ° o 2 o o 
lO - 3  M 66  9 4  6 0  13 54  

2" IO -'~ M 97  97  IOO I o o  102 
5" I ° - 3  M 98 z oo  z z  9 95 98 

IO -1  M 95 z o z  97 94 97 

T A B L E A U  V 

F L O C U L A T I O N  D E S  G E R M E S  R P O U R  D I F F ~ R E N T E S  C O N C E N T R A T I O N S  E N  I O N  M g  ++  

Coil 9R Coli qoR S H P B  Y6R 
Mg++ F6R phdnotyp, g~notyp. 

IO -3  M o o o o o 

2" IO -3  M o o o o o 

5" l O - a  M 9 3  o o o o 
IO - 2  M IO5  76  64  o 6 

2 "  l O  - 2  ]VI 1 0  3 l O 2  : 8 7 IOO 9 ° 

5" 1 ° - 3  M 9 ° 93 96 IOO 94 
IO  -1  M lO2 98 98 lO3 I o o  
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exp6rimentales pros, le potentiel ~ est approximativement le double, en pr6sence 
d'ions monovalents, de ce qu'il est en pr6sence d'ions bivalents. 

A partir des valeurs du Tableau I on peut calculer que la valeur moyenne du 
potentiel ~ des germes R est de lO3 m V e n  moyenne, en pr6sence de cations mono- 
valents et d'environ 50 mV en pr6sence de cations bivalents. C'est ~ partir  de ces 
valeurs moyennes qu'ont 6t6 6tablies les courbes des Figs. 2 et 3 d'apr~s lesquelles nous 
avons pr6dit les zones de floculation. 

I f .  D~termination exp~rimentale de la floculation en /onction de la concentration 

Nous avons r6alis6 des suspensions des diff6rents germes dans des solutions de ma- 
lates de concentrations croissant suivant une progression approximativement g6om6- 
trique et exprim6 le pourcentage de germes flocul6s apr6s 15 k 20 h suivant la technique 
d6crite plus haut. Les r6sultats, pour les diff6rents germes et les diff6rents cations sont 
r6sum6s aux Tableaux I I  a V. Sur ces tableaux ont 6t6 soulign6es les valeurs pour 
lesquelles la floculation apparai t  au cours de la premiere demi-heure. I1 faut remarquer 
que la distinction exp6rimentale entre floculation primaire et floculation secondaire 
est assez d61icate. En effet, l 'augmentation de la force ionique entraine l 'apparition 
d 'un minimum de plus en plus profond dans l'6nergie d'interaction, conduisant ~ une 
floculation secondaire de plus en plus rapide, jusqu'au moment  off la barri6re de 
potentiel est suffisamment abaiss6e pour permettre la floculation primaire. Une 
floculation en moins d'une demi-heure dans nos exp6riences indique donc simplement 
une pr6somption de floculation primaire et non une certitude. En fait, la floculation 
primaire ne pent avoir lieu qu'k des concentrations ioniques sensiblement plus 61ev6es 
que celles rencontr6es dans les conditions physiologiques usuelles. I1 semble donc hors 
de doute que la floculation des germes R dans les conditions salines physiologiques 
puisse ~tre attribu6e au minimum secondaire. 

Si l 'on consid6re les Tableaux n e t  III,  relatifs aux ions monovalents, on s'aper¢oit 
imm6diatement que, sauf pour Y6R, la floculation d6bute dans la zone de concentra- 
tion pr6vue par la th6orie, avec, pour chaque germe, des fluctuations individuelles. I1 
en va  de m6me pour les r6sultats r6sum6s aux Tableaux IV et V pour les cations 
bivalents. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

L'examen des Tableaux n e t  I I I  montre, c o m m e  nous venons de le signaler, que 
les suspensions d 'Y6R floculent k des valeurs assez 61oign6es de celles pr6vues par la 
th6orie. Nous bornant {~ consid~rer ici le ph6nom~ne dans ses grandes lignes, nous 
n'avons pas cherch6 k expliquer ce fair, pas plus que les petites fluctuations rencon- 
tr6es parmi les diff6rents autre germes. I1 semble 6vident que les diff6rences observ6es 
peuvent ~tre expliqu6es par diff6rents facteurs dont nous avons d61ib6r~ment n6glig6 
le r61e: l'impr6cision exp6rimentale darts la d6termination du potentiel ~, une certaine 
variation de ce potentiel avec la force ionique, des variations de taiUe entre les diverses 
esp~ces bact6riennes utilis6es et surtout l'61ongation des cellules bact6riennes que nous 
avons suppos6es sph6riques pour une question de possibilit6 de calcul. En d6pit de ces 
diverses approximations, il est assez remarquable d'observer une aussi bonne concor- 
dance entre les pr6visions th6oriques et l'exp6rience. Le comportement du coli q~R 
ph6notypique, floculant, lui aussi ~. des concentrations sup6rieures ~ celles pr6vues 
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par la th6orie, peut, par  contre, 6tre parfaitement expliqu6 par le potentiel ~ sensible- 
ment  plus 61ev6 de ce germe. Rappelons, en effet, que nous avions fait nos pr6visions 
th6oriques k partir  d 'un potentiel de lO3 mV alors que le coli 9 R  ph6notypique poss~de 
un potentiel ~ de 123 mV. Si l 'on 6tablit les courbes d'6nergie d'interaction k part ir  de 
cette derni~re valeur, on peut pr6dire la floculation secondair~ k partir  d 'une concen- 
tration cationique de o.I M. Cette derni~re valeur est confirm6e exp6rimentalement 
pour le potassium tandis qu'il faut atteindre la concentration de o.2 M pour le sodium. 

Au sujet des diff6rences observ6es entre le sodium et le potassium, nous nous 
sommes demand6s si l 'explication ne r6sidait pas dans une diff6rence dans les degr6s 
de dissociation des deux mal6ates. Toutefois, des mesures de conductivit6 effectu6es 
sur les solutions indiquent, aux erreurs d'exp6rience pros, le m~me coefficient de 
dissociation pour ces deux sels, aux concentrations produisant la floculation. I1 dolt 
donc s'agir d 'un effet sp~cifique dont ne tient pas compte la thGorie de VERWEY ET 
OVERBEEK qui ne fait intervenir les ions que par leur charge. 

Les m6mes remarques peuvent ~tre formul6es pour les r6sultats r6sum6s aux 
Tableaux IV et V (cations bivalents), mais ici encore, le comportement des germes R 
est, dans l'ensemble, conforme aux pr6visions de la th6orie. 

Nous avons vu pr6c6demment que, clans les cas limites, la distinction exp6rimen- 
tale entre floculation primaire et floculation secondaire n'est pas ais6e. Dans les condi- 
tions 61oign6es de la zone limite, certaines diff6rences fondamentales peuvent cepen- 
dant 6tre raises en 6vidence. Tout  d'abord, la floculation prima/re se caract6rise par 
le temps relativement court qu'elle met k se manifester (en g6n6ral 20 k 3o rain aux 
concentrations 6tudi6es par nous). Ce fair est coh6rent avec la dur6e du libre parcours 
moyen des germes si l 'on admet que, dans ce cas, toutes les collisions conduisent k 
une agr6gation irr6versible. La floculation seconda/re, an contraire, exige plusieurs 
heures pour devenir apparente et ce temps d@end, clans une plus large mesure, des 
conditions ioniques. Une autre diff6rence entre les deux ph6nom~nes r6side dans la 
plus on moins grande facilit6 de resuspension des agr6gats dans l 'eau distill6e. Cette 
repeptisation est extr~mement ais6e pour les floculats secondaires, fait en parfait  
accord avec la th6orie puisque la remise des culots dans l 'eau distill6e revient ~ 61argir 
rapidement une barri~re de r@ulsion situ6e entre les germes et, par cons6quent, k 
s6parer ces derniers. Au contraire, darts le cas de la floculation prima/re, les germes 
6tant en contact, il stibsiste toujours une forte attraction entre eux et la redispersion 
est beaucoup plus difficile. Nous avons pu v6rifier exp6rimentalement ce dernier point. 
Des suspensions ayant  flocul6 clans une concentration en ions Na + de I M ou de 4 M, 
par exemple, ne peuvent ~tre remises en suspension clans l 'eau distill6e qu'apr~s une 
agitation longue et 6nergique a/ors qu'il suffit d 'un simple m~lange pour redisperser 
compl~tement les culots de germes flocul6s dans des solutions o.I ou 0.2 M. 

Appliqu~e aux germes R, la th~orie de VERWEY ET OVERBEEK permet 6galement 
de rendre compte de la floculation de ces bact6ries dans les cultures en bouillon. En 
effet, des analyses de bouillon effectu6es par spectrophotom6trie de flamme permettent  
d'~valuer ~ o.2 M la concentration totale de ce milieu en ions monovalents. Ce chiffre 
est d'ailleurs coherent avec des mesures de conductivit~ effectu6es sur le m~me bouil- 
lon. I1 est facile de voir sur la Fig. 2 qu'k cette concentration existe un minimum bien 
accentu6 qui doit ~tre responsable de la floculation observ6e en bouillon. Cette der- 
nitre est d'ailleurs bien du type secondaire, lente ~ se manifester et facilement disso- 
ci6e par agitation. 
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Signalons,  enfin, le compor temen t  abso lument  i na t t endu  des germes S vis k vis 
des 61ectrolytes. Les bact6ries  poss6dant  le caract6re S ont,  en effet, un potent ie l  
moins 61ev6 que les germes R. Nous avons pu, dans  le cas du F6S, confirmer ce fai t  
d6jk signal6 pa r  MOYER pour  le colibacilleL De cet te  propri6t6 devrai t ,  logiquement ,  
d6couler une plus grande facilit6 ~ la floculation, cet te  derni6re devan t  se manifes ter  
h des concent ra t ions  de l 'o rdre  de lO -2 M pour  les cat ions  monovalents .  Or, on sait ,  
qu 'une  des caract6r is t iques  des germes S est pr6cis6ment l 'absence de floculation sous 
l ' influence des 61ectrolytes. Nous avons d 'a i l leurs  v6rifi4 que des suspensions de F6S 
et  de coli gS res ta ient  pa r fa i t ement  stables m4me ~ des concentra t ions  de 5 M e n  
NaC1 et I M en CaClz. Pa r  contre,  des suspensions de F6S et de divers coli S sont 
pr6cipit6es pa r  le sulfate d ' a m m o n i u m  satur6. Ces propri6t6s semblent  conf6rer aux  
germes S les caract6r is t iques  des colloides lyophiles,  ce qui serait  a t t r i buab l e  ~ la 
pr6sence, ~ leur surface, des antig6nes responsables du caract6re S. Le r61e de ces 
antig6nes dans  le compor tement  anormal  des germes S est d6montr6 pa r  le fai t  que le 
coli 9S,  cultiv6 en dessous de 20 °, n'61abore pas  d 'ant ig6ne a p p a r t e n a n t  au groupe S 
ainsi  que l ' a  montr6 BORDET 6 et que, corr61ativement, il se compor te  ph6notypique-  
men t  comme un germe R, sa f loculat ion pa r  les 61ectrolytes s 'effectuant  d 'une  manibre  
conforme k la th6orie de VERWEY ET OVERBEEK. 

Rappe lons  qu 'une  anomal ie  semblab le  se pr6sente dans le cas de la f ixat ion du 
phage  H-SHPB(Ca)  sur les germes S sensibles, laquelle exige, pour  s 'effectuer, des 
concent ra t ions  ioniques beaucoup plus fortes que celles que la th6orie de VERWEY ET 
OVERBEEK permet  de pr6voir.  Nous avons,  k ce moment ,  6mis l 'hypoth6se  que les 
ant ig6nes associ6s au caract6re  S deva ien t  4tre responsables  des anomalies  observ6es 
en cr6ant  un obstacle  k la f ixat ion du phage  s. 

En conclusion, nous pouvons  affirmer que le compor temen t  des germes R, en 
pr6sence d'61ectrolytes, est conforme aux pr6visions que pe rmet  de faire la th6orie de 
VERWEY ET OVERBEEK. La  floculation des suspensions de germes R peu t  4tre qualifi6e 
de f loculation secondaire  et  son existence appor te  une preuve exp6r imenta le  suppl6- 
menta i re  de la  r6alit6 phys ique  du min imum k grande  dis tance  pr6vu par  les pr6c6- 
dents  auteurs.  La  floculation spontan6e des germes R pent  done ~tre expliqu6e k pa r t i r  
de donn6es purement  physiques,  le potent ie l  ~, ent re  autre ,  i nd6pendemment  de la  
na ture  chimique des cons t i tuants  cellulaires superficiels responsables de ce poten t ie l .  
Cette expl ica t ion  pr6sente l ' avan tage  de rev6tir  un caract~re plus g6n6ral que celles 

propos6es ant6r ieurement .  

RI~SUMt~ 

La th6orie de stabilit6 des colloides de VERWEY ET OVERBEEK permet de rendre compte de la 
floculation spontan~e des germes R en pr4sence d'dlectrolytes, et ce, uniquement ~ partir du 
potentiel ~ de ces germes. Cette 4tude apporte, corr61ativement, une preuve exp4rimentale sup- 
pl4mentaire du minimum ~ longue distance dans la courbe des 4nergies d'interaction entre les 
germes. Les germes S, par contre, ont, vis ~t vis des m~mes 41ectrolytes, un comportement dia- 
m4tralement oppos4 ~ celui que la th6orie permet de pr4voir. Ce comportement anormal est 
rapproch4 des particularit6s pr4sent4es par les germes S a u  cours de la fixation du phage 
H-SHPB (Ca). 

SUMMARY 

The flocculating ability of R-bacteria as a function of electrolyte concentration can be fully 
explained with the aid of the VERWEY AND OVERBEEK theory of lyophobic colloids stability and 
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is based  only  on t he  ~-potent ia l  of t hese  bacter ia .  Our  resu l t s  also afford e x p e r i m e n t a l  evidence of 
t h e  long- range  m i n i m u m  in t h e  in t e rac t ion  ene rgy  curves .  S-forms,  on t h e  o the r  h a n d  b e h a v e  in 
a comple t e ly  different  w a y  f rom t h a t  p red ic ted  by  t he  theory .  These  abnorma l i t i e s  seem to be 
s imi la r  to  t hose  obse rved  in t he  f ixa t ion  of t he  H - S H P B  (Ca) phage  on t he  S-forms of the  s ame  
bacter ia .  
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T H E  ACID MUCOPOLYSACCHARIDES OF EMBRYONIC SKIN 

G E R A L D  L O E W I *  ANn K A R L  M E Y E R  

Department of Medicine, Columbia University College o] Physicians and Surgeons, 
and Edward Daniels Faulkner ,4 rthritis Clinic o/the Presbyterian Hospital, New York, N. Y. ( U.S.A.) 

The biological significance of the varied patterns of acid mucopolysaccharides oc- 
curring in connective tissue of different organs is still unknown. Various observations, 
as for example in scorbutic animals and in hypercortisonism, of the failure of collagen 
fiber formation have been correlated with the failure of the production of sulfated 
mucopolysaccharides. On the basis of the occurrence of chondroitin sulfate B (ChS-B) 
in tissues containing coarse mature collagen bundles and its absence in organs con- 
taining only thin and immature collagen fibers, it was suggested that ChS-B might 
be causally connected with the production of the coarse type of collagen 1. The low 
concentration of ChS-B in pigskin of embryos at term has been reported 2. In con- 
tinuation of such studies, the polysaccharide pattern of skin of various stages of 
embryonic development has been investigated. 

EXPERIMENTAL 

E m b r y o  pigs,  ob t a ined  f resh f rom the  s l augh te rhouse ,  were rap id ly  sk inned  in t h e  cold. The  sk ins  
were d iv ided in to  t h r ee  groups ,  accord ing  to  e m b r y o n i c  age, as  e s t i m a t e d  by  m e a s u r e m e n t  of 
c r o w n - t o - r u m p  length ,  The  sk ins  were processed  in a m e a t  gr inder .  

The  ana ly t i ca l  p rocedures  have  been  g iven  elsewhere3, ~. Diges t ion  w i th  peps in  and  t r y p s i n  
was  used  t h r o u g h o u t  th i s  work.  The  p rocedures  for r emova l  of n i t rogenous  c o n t a m i n a n t s  and  
for t h e  s epa ra t i on  of t he  mucop01ysacchar ide  f rac t ions  f rom each o the r  were also s imi la r  to those  

* Fel low of t h e  E m p i r e  R h e u m a t i s m  Council ,  London .  
Suppo r t ed  in pa r t  by  U.S. Publ ic  H e a l t h  G r a n t  A-57 o. 
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