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All the H20,-destroying activity was abolished by boiling the cells for 3 min. 
Catalase and "peroxidase" activities could be separated cleanly by treatment with 
toluene and sodium azide, respectively. Exposure to toluene abolished the "peroxidase" 
activity without affecting the catalase, whereas lO -4 M azide at pH 7 inactivated 
the catalase without influencing the "peroxidase" activity. The latter was inhibited 
32 % by I o - a M  azide and 83 % by IO -2 M azide; these values are appropriate 
for peroxidases containing heine a. A trichloroacetic acid extract of Rps. spheroides, 
prepared as described by VERNON 7, showed negligible peroxidase activity with guiacol 
and cytochrome c as hydrogen donors. Aeration or addition of H20 ~, sufficient to 
induce a IO-fold increase in catalase content during I h, did not alter the "peroxidase" 
activity of the initial cells. Thus it is possible to induce wide variations in the relative 
magnitudes of catalase and "peroxidase" activities in Rps. spheroides. 

In studies of the effects of H20 = (e.g., in radiobiology), catalase is generally 
assayed by methods in which the H20 2 concentration is millimolar or higher. The 
destruction of H20 ~ at much lower concentrations is then predicted from this assay. 
Such an extrapolation, from the kinetics of peroxide destruction at high concentra- 
tions of H20 2 to the kinetics at low concentrations, is not justifiable. With Rps. 
spheroides, and perhaps with many other systems, the extrapolation would be grossly 
in  e r r o r .  
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Obtention du substrat du lysozyme contenu dans la 
paroi ectoplasmique d'Eberthella typhi 

Nous avons pr6c~demment montr~ ~ que la paroi ectoplasmique de Salmo~ella 
pathog~nes pour l 'homme, contient un substrat du lysozyme, qui p a r a i t - - a u  moins 
part iel lement--responsable de sa rigidit6 puisque l'activit6 de l 'enzyme se manifeste 
par sa totale dissolution. Ce substrat, dont on a pu penser qu'il pouvait  s'identifier avec 
Pantig~ne somatique 2, n'est accessible au lysozyme que si les bact6ries ont subi au 
pr6alable un traitement appropri6 dont l 'action parait  ~tre d 'arraeher des constituants 
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paridtaux superficiels riches en lipides. Nous avons cherch6 k isoler ce substrat, b. ]e 
purifier et h. l'identifier. 

La bact&ie 4tud.i6e est la souche O-9ol d'Eberthelia (vphi, que l'on salt exempte 
d'antig6ne Vi, peu riche en antighne H. et dont la constitution antig6nique O est IX., 
XII.  Elle est cultivde h 37: en milieu agit6 et oxyg6n6 contenant 2 % dqaydrolysat de 
cas6ine et 1% de glucose. La r6colte est faite au bout de 24 h par centrifugation, ]e 
culot est remis en suspension en tampon l?hosphate o.o66 M de pH 7.2. Cette suspensiop, 
est ajust6e de telle ma.ni6re que diln4e 25 lois, elle ait une extinction de o.97 ~l. 72o m#, 
puis elle est r6partie ~ raison de 2o 'hi. en ampoules de 25 ml que i'on scelle. 

La m6thode choisie pour obtenir les parois ectoplasmiques fait appe] hunc  digestio,. 
par la trypsine. Par ce proc6d6 en effet: on peut esp6rer se d6barrasser an mieux des 
fractions prot4iques sans modifier les constituants de nature polysaccharidique, parn~i 
lesquels dolt se trouver ]e substrat du !ysozyme. Cepe:~dant, pour obtenir une bom:e 
dissolution du protop!asme des bact6ries et modifier suffisamment l;,. paroi pour q~e 
celle-ci puisse 4tre par la suite solubilis6e sans q.ue l'on fasse appel h u n  tra.itement 
violent, il est n6cessaire de chmfffer les bact6ries avant de ]eur faire subir l'action de la 
trypsine. Cette op6ration est r6alis4e en l?longeant p, endant IO rain les c-_mpouies 
scell6es, darts de l'eau bouillante. On centrifuge, les bact&ies sont remises en. suspension 
dans le m6me tampon, Fextinction est ajust6e k o.97 ~. 72o m/z lmiS on ajoute une 
solution a 5 mgjml de trypsine tr6s pure de faq'.on ft. obtenir une conce'itrat;.on finale 
de o.5 mg/ml. Op. incube il. 37 ~ pendant 12 h. Les parois r6colt4es par centrifugation, 
remises en suspension dans le m6me tampon, sont soumises quat:.'e lois encore k une 
digestion trypsique identique. Aprhs ces op6rations, !e microscope 6lectroniquc permet 
de contr61er que le protol)lasnae a enti6rement disparu et qu'il i,e persiste plus que 
les patois isol6es. Celles-ci sont enti6rement &Ltruites si on les soun;et ~t. l'action dn 
lysozyme en tampon trihydroxyaminom6thane en pr6sence d'acide dthyl6ne-diamine- 
t6trac6tiqueL En faisant agir dans un volume de I ml pendant 2 h, i: mg de' J.ysozyme 
sur 21.5 mg de parois s6ches, on constate une augmentation du pouvoir r6ducteur 
correspondant k o.194 mg de glucose, ce qui correspond h. 7-9 % dr', poLwoir r6ducteur 
total lib&6 par l'hydrol.yse acide. 

L'4tape suivante consiste ~. obtenir la dissolution des parois en faisant appel "5. un 
traitement aussi peu traumatisant que possible. Dans ce but, on ajoute k la suspensio, 
de parois dialvsde contre de l'eau distillde et ajust6e ft. l'extinction, de o.97 h. 72o mtz, 
un dixihme de son volume de Teepol commercial (solution aqueuse k 2z -% du sel de 
sodium d'aleoylsulfates secondaires). Cette substance tensioactive de pH neutre suP, i;- 
5. d6truire enti6rement la structure des patois trypsindes dont l.es constituants passent 
en solution 5. l'exception d'une fraction tr6s fiche en lipides que l'on 6carte pax" centri.. 
fugation. 

I1 convient alors d'41iminer le Teepol. On y parvient, en le pr6eipitant par le BaCI ~, 
mais les constituants hydrolysables par le lysozynne se trouvent 6galement pr6cipit6s. 
Apr6s centrifugation, le cldot est agit6 en prdsence d'Amberlite XE-6613 qui, fixant le 
baryum, fait passer le Teepol en solution sous la forme acide. Une extraction par 
l'4thanol permet de se d6barrasser de celui-ci. L'insoluble qui contient le substrat du 
lysozyme est soigneusement lay4 ~x l'6thanol puis trait6 par l'acide 6thyl~'ne-diamine- 
t6trac6tique. Une fraction sur laqueUe le lysozyme est sans action se.dissout, et le 
substrat du lysozyme demeure insoluble sous forme de complexe ba;:ytique. I1 repr6- 
sente 3.~,' o,.,o du poids sec des parois, soit 0.64 %.. du poids sec des bact4ries. Son 
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insolubilit6 n'emp~che pas le lysozyme d'agir; celui-ci fait passer en solution 24 o~ 
des glucides totaux titr6s apr~s hydrolyse acide. 

Ce substrat contient 6.1 °,o d'azote, o.49 °,o de phosphore et 11.3 % de baryum. 
I1 est de nature glucidolipidopolypeptidique comme l'antig~ne somatique. I~a fraction 
lipidique repr6sente 15.4 % du poids total dont lO. 7 % de lipides tr~s fermement lids, 
extractibles par le chloroforme, ne sont lib6r6s qu'apr~s hydrolyse acide prolong6e. 
La fraction polypeptidique repr6sente entre 36.3 (dosage des acides anain4s lib~r6s par 
la m6thode de KES.BLE ET MAC PHERSON 3 apr~s hydrolyse acide) et 54 o,~ (dosage des 
acides amin6s par la m~thode colorim4trique k la ninhydrine apr~s hydrolyse acide). La 
fraction glucidique exprim6e en glucose est de 9.13 %. quand elle est estim6e par le 
pouvoir r6ducteur apr~s hydrolyse acide (dosage par la m6thode de SOMOG'ZI 4) et de 
13.9 % quand elle l 'est par la m4thode k l'orcinol (methode de TILLSIANS ET PHILIPPI 
modifi4e par RIMIXGTOXS). En r6alit6, eomme cette fraction contient beaucoup d'oses 
amin6s (lO % du poids total exprim~ en glucosamine), et que ceux-ci ne sont totalement 
lib6r6s qu'apr~s une hydrolyse par HC1 6 N  pendant 8 h k lOO ° (m4thode de 
BELCMER et al., modifi6e par MONTREUIL E T  SCHEPPLER6), ce traitement brutal d6truit 
beaucoup d'autres glucides et il est vraisemblable que les chiffres pr6c6dents sont 
inf4rieurs k la r6alit4. 

Dans la fraction polysaccharidique, on a identifi6 par chromatographie sur papier, 
la glucosamine et l'acide muramique. Les autres constituants s'ils existent, ne doivent 
se trouver qu'en tr~s faible quantit6. 

Dans la fraction polypeptidique, on a identifi4 l'acide diaminopim4tique, l'acide 
glutamique, l'acide aspartique, la lysine, le glycocolle et l'alanine. 

I1 r6sulte de cette composition que le substrat du lysozyme ne parait  pas 
identique k l'antigane somatique puisque la composition de la fraction polysacchari- 
dique est tr~s diff6rente. En revanche, le fair que celle-ci soft riche en hexoses amin6s 
et en acide muramique cadre bien avec ce que l'on sait de la sp6cificit6 du lysozyme ~. 
De plus, cette composition, ainsi que celle de la fraction polypeptidique, correspond 
tout-k-fait k celle pr~t6e par E. WORK s au "constituant fondamental de la structure 
pari4tale", de qui d@endraient les propri6t4s mdcaniques des parois et notamment  la 
rigidit~. Mais l'existence d'une fraction lipidique solidement li4e k ces constituants est 
assez inattendue. 
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