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ABSTRACT 

An intracellular polysaccharide containing D-glucose, D-galactose, and 

pyruvic acid in the ratios 2: 1: 1 has been extracted from Bacillus megaterium. 
Periodate oxidation of the polysaccharide, before and after removal of the l-car- 

boxyethyhdene group, and ‘H-n.m.r. examination of the ohgosaccharides obtained 

by acidic partial hydrolysis suggested the following structure for the repeating unit: 

~4)-~-u-Glc~-(1~4)-P_~-Glcp-11~3j-[4,6-O-(Me)(C0~)HC-ar-n-Galpj-(l~. 

The high content of pyruvic acid suggests that the polysaccharide is a storage form 

of this acid, which could be liberated by an enzymic process during the metabolism 

of the bacterium (/3-hydroxybutyric acid fermentation in particular). 

SOMMAIRE 

Un polyoside intracellulaire contenant D-glucose, D-g&iCtOSe et acide 

pyruvique dans ie rapport 2: 1: 1 a 6% extrait de Bacillus megaterium. L’oxydation 

periodique du polyoside avant et aprb elimination du residu l-carboxyethylidene, 

suivie de I’etude des oligosides obtenus par hydro~yse acide partielle du pofyoside 

et l’etude des spectres r.m.n.- ‘H ont permis d’etabhr la structure suivante de 

I’unitd repetitive: +4)-p-D-Glcp-( l-+4)-p-n-Glcp-( l&+3)-]4,6-0-(Me)(CO,H)C-ty- 

D-GalpI-(l--+.La proportion elevee d’acide pyruvique laisse supposer que le 

polyoside serait une forme de stockage de cet acide, Iequel serait lib&t, par voie 

enzymatique, au tours du metabolisme bacterien (fermentation /3-hydro- 

xybutyrique en particulier). 

INTRODUCTION 

Au tours de la preparation de la depolymerase du hpide ~-hydroxybutyrique 

*A qui toute correspondance doit dtre adresske. 
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train&s. Le tampon utilisd pour I’Cquilibration de la colonnc est lc Tris . formiate 

L%rnM ii pH 7. et I’@lution se fait sous gradient de concentration continu de tampon 

Tris . formiate 0.05 & 1~ (pH 7). Les fracttc#l:‘; contenant le polyoside sont concen- 
trCes, dialys@es et le polyoside est ensuite IyophilisC. 

Constituants. - Les sucres constitutifs ont Ct@ do&s par la technique de 

Somogyi-Nelson’, apr&s hydrolyse totale par I’acide sulfurique 0.5M pendant 5 h g 

100”; ils sont identifiCs par: (a) Chromatographie sur papier Whatman (1, 2 ou 3 

MM) (aprks neutralisation de I’hydrolysat par I’hyciroxyde de sodium et passage 

sur &sine MB3) dans les solvants suivants: (A) 1-butanol-pyridine-acide chlorhyd- 

rique O,~M (S:3:2), (B) l-propanol-a&ate d’Cthyle_eau (7: 1:2), (C) pyridine- 

acetate d’kthyle-acide acCtique+au (5 : 5 : 1: 3). Les rCvClateurs sont le nitrate d’ar- 

gent’, le phtalate d’anilines, ou la p-anisidine’. (b) Par chromatographie en phase 

gazeuse, B I.&at d’acetates d’alditol sur SP 2 340 (Supelcoport 30/o, lo&120 mets.; 

4 min. 2 195”. puis 2”/min jusqu’g 260”); ou ti I’@tat d’aldonitriles pera&yl& selon 

Chen et McGinnis’“. Le D-glucose et le D-galactose sont dads sp&ifiquement par 

la D-glucose-oxydase (EC 1.1.3.4.) et la D-galactose-oxydase (EC 1.1.3.9.). Les 

acides uroniques sont identifiCs par chromatographie, selon Young et Corden”. 

Les amino sucres sont r&Cl& par la ninhydrine apt-t% chromatographie. Les pro- 

t@ines et le groupe phosphate sont do& par les techniques respectives de Lowry et 
al. 17-,‘3. L’acide pyruvique, isolC par extraction B l’kther, de I’hydrolysat du 

polyoside, ent identifiC par formation de la 2,4_dinitrophCnylhydrazone 

(chromatographie et p.f. 212-214”); il est dosC par la technique de Koepsell et 

Sharp”, ou celle de Sloneker et Orentas”. 

lkmination du rtsidu I-carboxykthylidkne. - L’obtention d’un polyoside 

non degrade et dCpourvu d’acide pyruvique a &6 obtenue par “autohydrolyse” du 

polyoside acide, suivie d’une hydrolyse acide faible: la solution aqueuse de 

polyoside, pas&e sur rCsine Cchangeuse d’ions IR-I20 (H+) et ayant un pH -3, est 

maintenue B 100” pendant 4 h. L’hydrolysat concentrC cst pass6 sur une colonne de 
Bio-Gel P-4 qui permet de r&upCrer le polyoside non dCpolymCrisC, mais conte- 

nant encore 34% d‘acide pyruvique. Celui-ci est totalement Climine (B 0.2% pres) 

par action de I’acide sulfurique 5mM pendant 2 h A 100” qui ne provoque pas la d@- 

polymCrisation du polyoside. 

Oxydation periodique du polyoside. - Cette oxydation est effectuCe sur le 

polyoside natif et sur le polyoside dCpourvu d’acide pyruvique selon la technique, 

en deux temps, de Sclmme”, et selon la technique de Tinelli et Staube” ou par la 

technique spectromCtrique pour les petites quantit6stx. Polyoside natif (100 mg, 5 
,uMmL, 29 mg/lO mL), periodate de sodium 16mM, 2S”, B I’obscuritt? pendant 48 h, 

puis encore pendant 72 h. et la reaction est arr&tCe: consommation de 9,4 pmol. 

L’hydrolysat de polyoside oxydO (4 mg) par I’acide sulfurique 0,5M, pendant 5 h 2 
loo” est neutralis par le carbonate de baryum. On centrifuge le sulfate de baryum 

formC; le sel est CliminC par la rtsine Cchangeuse d’ions Ml3 3 afin que la stparation 

de I’Crythritol et du glyc&ol par chromatographie soit nette. La solution est alors 

concentrCe B 1 mL et dCposCe sur papier Whatman no 1 pour une chromatographie 
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ascendante prirparative dans le solvant R avec une dur& de 7 h. 1.a I>-anisidinc rc- 

vPle les aicools et les sucrt‘s (voir Tableau I). C’ctte chromato~raphir (Fig. I ) per- 

met l’t!lution de I’kythritol et d’unc bande correspondant au glycCroi (ains qua 

d’un “blanc”). Les eluata sunt concentrtis ti 1 mL.. LO alcools sont d&s par I’acidc 

chromotropique aprL;q cjxydation par I’acitfe periodique c*n altiihydt* formiquc 
selon Hay et rd. I”. 

Ohtention d’oligosidrs pur Il?~drcAysr trcidr mt~m~gPr c’t p:r h.vtlrofw en- 
.zymatiqrtr. - Le polyoside acide est hydrolysc partlcllement soit par II$c!X>.~ 0,l~ 

& 100” pendant SO min. soit par I’acidc trifluoroaktique 2&r ii LOO” pendant 30 min 

Nous avons isol a partir du sol, une soucht: bacttiricnnc, ukntifitie ;I 

Fla~wbacterirtm aquatile. capable d’utiliser Ic polvoside comme \eulc source 

CnergPtique de carbone. 

L’enzyme est cx;trailr par dtZsint&gration dec bacterles pendant 2 fois 5 mm 

dans un appareil Sonifier Hranson N 30 II 20 kcyclesis. Aprc’s traitcment au sulfate 

de protamine B 3%. puis precipitation au sulfate d’ammonium entrc 40 et ,YOY dc 

saturation. Ic prkipit2 (100 mg en protkinrs). dialys6 contra un tampon phosphafc 

dc sodium 0.1~. pH 7, est pass5 sur une calonne dtz Srphadeu G-l00 (hauteur 90 

cm, diamPtre 3 cm). kquilibr& dans Ie mi-me tampon. De\ lractiont, dc: 5 mL. sont 

recueillirs. L’activitC enzymatlque dCfinic ci-dessous est rctrouvcc Jan\ 1~ pit 

d’exclusion du gel, elle t’\t dc 70X nmol de bglucose:mg de proteint~. Apt& con- 

centration de\ fractions itclivcs et dialysc contrr UII tampon ‘I’ris . f’ormiatc 0.05~. 

pH 8,2, I’extrait (20 mg de protklncs) est pose sur une colonnc dc DEAE-crllulosc 

(hauteur 12,s cm. dlamtitre 3 cm) pr6alablemcnt equilibrtk en tampon Tris . lor- 

miate O.OSAl, pH X,2. L’cnzvmr, Glu6e par im gradient dc molaritr cn ‘f~is dc (1.0521 

(200 mL<) ;i hl (200 mL), 5or; a 0.15M. 

L’extrait est ensuite cnncentre par prlcipitdtion 3u sulfate ti’ammonium h 

8OG de saturation puis dialys6 contre un tampon de phosphate 0. lar, pH 7. et con- 
servk 3 -20”. L’extrait ainsi obtcnu (5.76 mg de prottiines) a une activitth de 2.06 

pmol/mg de prot2ine. La purificaticjn cst de 50 fois. A chaque t!t,ipe de purifica- 

tion, I’enzyme est rep&G par I’apparition du pou\‘olr kluctcur nicsurti par la 

mkthode de Somogyi-Nelson”. Nous avons arbitrairemcnt defini i’activitti en- 

zymatquc commr la quantitP de nmol Jr I)-glucose: lib&cc:, en I h k .i7”. 3 partlr 

d’une solution de polysaccharidc Li 1 “A dans un tampon phosphate dc sodium II. 1 IL!. 

pH 7, par 1 m1.. d’cxtrait cnzymatiyuc. Les pro,tcineb \orit dt!termin&2s par la 

met hodt: dc Lowry et ul. ’ ... 
A pH 7 ct 2 37” cettc enzyme dCpolymlrise le polq’osi&. tout cn laissant Ie 

groupe I-carhoxy&hylidCnc lit! aux ol~gos~dcs. Les pro&it\ formes par hydrolyse 
enzymatique. isol& a I’etat de sets de baryum sent sPpar& par chromdtographic 

sur papier Whatman 3 MXI dans le solvant C’ pendant lli h. L:I rrductic>n ilc~. 

oligosides par Ic borohydrure de sodium afin d’idrntiticr Ic sucre terminal reduc- 

teur est faite scion la technique hahltuellc-‘“. 

S7rum.s. -~ Le polyoside a CtP couplt: avec I’alhum~nr hummne selon la 
technique de Goebel et Smith” . din tie Iui confkrer unc immuntrgi-mcilt_. Cc: com- 
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plexe est dissous dans I’eau physiologique addition&e de 2% KAI(S04)2 . 12 

H20; le pH Ctant ramene a 7, la concentration finale de l’antigene est de l%, Six 

injections de 0,5 mL sont faites a un lapin par voie intraveineuse pendant deux 

semaines. Un rappel est fait apres 15 jours. Les techniques classiques de precipita- 

tion antigene-anticorps et d’inhibition de la precipitation afin d’identifier le sucre 

immunodominant ont CtC dCcrites20,22. 

RtiSULTATS ET DISCUSSION 

Composition du polyoside. - Le polyoside obtenu apres lyophilisation pos- 

skde un M, 88 000-110 000 (determine par osmometrie). 11 ne contient ni phos- 

phore, ni azote (1),08%) et presente [a]$ +69” (c 05, eau). 

L’hydrolyse totale du polysaccharide (40 mg) donne 33,5-34 mg de sucres re- 

ducteurs (exprimes en D-glUCOSe), soit -84,5-85%. Ce polyoside ne contient ni 

groupes phosphates, ni residus d’acides uroniques ou de sucres amines. Son carac- 

tere acide est dti a la presence d’acide pyruvique qui reprcsente en moyenne 15 a 

16%. concentration nettement superieure a celle existant dans d’autres polyosides 

bacteriens a acide pyruvique2’~ 32. La chromatographie sur papier de I’hydrolysat 

precedent a montre la presence de deux taches correspondant au D-galactose et au 

D-glucose. Les dosages enzymatiques ont montre que le rapport Glc: Gal variait de 

l&2,01. On peut en conclure que le polyoside contient deux molecules de D- 

glucose et une de D-galactose, l’ensemble representant 84 a 85% du poids du 

polysaccharide. La chromatographie en phase gazeuse des acetates d’alditol 

methyl& a confirme ce resultat: 2,3,6-tri-O-methyl-Cl&-@methyl-Gal 2: 1. La 

quantite d’acide pyruvique &ant de 15-16% le rapport D-Glc/D-Gal/acide 

pyrivique est de 2 : 1: 1 

En spectrographic r.m.n. on a observe les resultats suivants: r.m.n.-‘H: 6 

5,46 (H-la), 4,74 (H-l@), 4,53 (H-la), 1,47 (3 H, pyruvate); r.m.n.-13C: S 104,66. 
103,36,101,62 et 101,14 (C-la et pyruvate). 

Oxydation periodique du polysaccharide. - Cette oxydation a ttC effecttree 

sur le produit natif et sur le produit depourvu d’acide pyruvique. On a observe une 

consommation de deux moles de periodate par unite repetitive. La chromato- 

TABLEAU I 

TENEUR EN SUCRES APRb OXYDATION PERIODIQUE DI: PDLYOSIDF 

ComposC Polyoside (mgimL) 

Non oxydp Oxyde 
-~----__._._.__._~____-- 

Polyoside” 1 0.4 
D-Galacto& 260 245 
D-Glucoseh 540 2 
_~_ -. -~~- _______--- ------ - 

“Sucres rkducteurs avant hydrolyse. bApr&s hydrolysc 
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A 0 C D E F <i 

Fig. 2. Chromatographie analytique descendante aprks hydrolyse mendgee du polywde avec H$KIJ 
5Omhi (C-F) et H~SOJ 0.1~ (G) sur papier Whatman no 2 dans I-hutanol-pyndlne-actde chlorhydrque 
0.1~ 5:3:2 (v/v) pendant 48 h avec r&Clatlon par phtalate d’dmlinc (A) standard de ~-glucose; (H) 
standard de o-galactose: hydrolyse pendant 10 (C), 20 (I)). 30 (E), 30 (FI et 50 mln (G). 

d’erythritollml d’eluat (soit 66 pmol). soit - 1 mol d’erythritolimol de periodate 

consomme, ce qui permet de conclure que le D-glucose est lie en O-4. 

Oxydation periodique du polyoside dc5pourlw d’acide pyruvique. - Le 

polyoside est oxyde darts les memes conditions que le polysaccharide natif. Au 

bout de 5 jours, la consommation de periodate de sodium est de 10,s pmo1/6 pmol 

d’ose, soit -2 mol de periodate/mol d’ose, rtsultat semblable a celui de I’oxydation 

periodique du polysaccharide natif. L>es dosages de D-ghrcose et de D-galactose 

apres hydrolyse ont montre que le D-glucose avait disparu, alors que -95% de D- 

gafactose etaient retrouves. Done le D-galactose ne peut &tre lie qu’en O-3 et, par 

suite, les OH-4 et -6 sont lies a I’acide pyruvique, le qui indique une structure D- 

Glc-(l-+3)-D-Gal-( l-+4)-D-Glc, mais I’ordre d’enchainement n’est pas encore Cta- 

bli. 

Hydrolyse acide me’nagbe. - (a) Par H2SOJ 0,l~ pendant 50 min ci 100”. 

Apres neutralisation, traitement par r&me MB 3 et concentration, cet hydrolysat 



cst chromatographik (Fig. 7) sur papier (solvant A), pour rt:cupCrer It’s oligosides 

A ct B par klution par i’eau. On a ainsi ohtenu 3 partir de 10 mg. h,-l mg dc 

i’oligoside A et -I,?5 mg de I’~>liposidc B. 

(h) Pur /‘cm&~ triflrrorouc,c;tiqirr pendmt 30 min li 100’. ,4prt;z chromato- 

graphic sur papier Whatman no 1 (solvant: I-butanoi--acide acPt~que-~H,O, 2: I : I. 
V/V) .2 oligosides hont apparus et cmt Ptt! rkq-krti-s: ((‘1 -IS mg. H,,,, 0.5: (r>j 15 mg. 

Hc;,,. 0.20. 

Structure drs olrgosidrs. -- La composition dcs oligosides A et I3 a CtP d&r- 

mink, aprk hydrolyse totalc de chacun d’eux. par chromatographw dc I’hydro- 

lysat ct dosage des diffkrents sucrcs ~soi& (I>-glucose ct I)-galactose). I.‘oligosidtz A 

est constituk dc ~-glucose et de II-gaiactose dans ic rapport 1 : I. I.~~ligc)side B dsns 

Ic rapport 7: 1 (‘l‘ahlcau Ii). Ces oligosides ne cnntiennent pa5 d’,rclde pyruvique 

puisque I’hydrolyse du rdsldu 1 -carbouyethylidkne a lwu dans dcs conditions d’hy- 

droiysc beaucoup piui douccs. 

Apres reduction par le horohydrurc et hydroiysc totalc des oiigosides. le do\- 

age du D-giucosr et du n-galactosc (voir Tableau II) indique la dq-wltion totale ou 

pa&lie du D-gaiactose dans ler oligosides rCduits. cc qui sugg?rc qur’ cet osc est 

il I’extrcmite reductricr. LC U-giusos~. yui apparait ic prcmicr lor5 dc I’h~drc~i~s~ 

mCnag& de i’olig~wde, est 3 I’rstrPmltt! non-rCductrice. 
L.a chronlatographie dcs hydroiysats (soivant A, papicr Whatman IN’ 2) ;t 

montr& i’absencc totaie de I)-galactose dans I‘<,iigosidc A rduit 1 ‘oligoside 4 t% 

done un D-giucosyl---n-galaclos~. 

L.‘oligoside U. qui p~~&de 2 r&,idus de ~-glucose pour 1 de L>-gaktctose cl 

dans lequul la moitik du r>-gaiactose est rCduitc. ne pcut i.tre qu‘un heuaoside de 

formule. ~-(;i~-r~-(;lc--~i~-<i~~l-~-u-Glc--i~-C~i~ -+D-<;ai. L’rnchaincmcnt ties 

sucrrs dans ie polyoslde cst done: +D-Glc-( 1 --I)-r>-Gic-( 1-+7)-D-(;al-( i-+J)- 

D-Glc-( l&3)-r,-Glc-( l--3)~v-Gal-( I-4)-o-Glc-( I+ 4)-M;lc( I--~+. L’rtcide pyru- 

vique, dent la fonction acide cst iihre. est IiC sous formc acetal ;IITC O-4 tt -h des 

rdsidus de II-galactose. 
L’hydroiyse de i’oiigoslde C IihPre umquement du D-gluctrse et wn spectre 

de r.m.n.-“C est identiquc ;I ceiui du ceiiobiose. 

L’oligosidc r> a montrt; Its propriPtt5 suivantr\: [,Y]: +W’ ((’ 0.31. eau); 

R,,, ( 1 -butanol--acide acCtique-H?O 2 : I : 1. v/v) 0.20: r.m n.-‘H (400 MIIz. 
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oligoside reduit par le borohydrure): 6 4,5O (1 H), 454 (1 H). L’hydrolyse de 

I’oligoside rtduit par I’acide trifluoroacetique, puis la conversion en aldononitriles 

peracetyles et la chromatographie en phase gazeuse sur OV-225 (3% sur Gas 

Chrom Q, 100-120 mesh) a 210” ont donne: Rr (par rapport au derive du D-man- 

nose) 1,22 (D-glucose, 66 mol/lOO mol), 1,45 (galactitol, 33 mol/lOO mol). L’oside 

D a done le structure D-Glc+D-Glc+D-Gal. La methylation selon Hakomoris3 et 

identification par s.m. selon Rjorndal et al.“’ de ce trioside reduit a donne les resul- 

tats suivants (acetates d’alditols separes sur OV-225 a 170”): Rr 1,00 (2,3,4,6- 

Me,Glc, 45 mol/lOO mol); 2,31 (2,3,6-MesGlc, 55 mol/lOo mol). Ce resultat con- 

frme la structure presentee ci-dessus. Sur la base des resultats precedents, la struc- 

ture de I’unite de base est representee par 1. 

1 

Hydrolyse enzymatique. - La chromatographie de l’hydrolysat (solvant C) a 

montre la presence de trois taches de faible migration. Seul, l’oligoside correspon- 

dant a la tache la plus intense a CtC rCcupCrC par Clution aqueuse (2,5 mg). L’hydro- 
lysat acide de cet oligoside avant et apres reduction par le borohydrure de Na a 

donne un pouvoir reducteur respectivement de 0,128 et 0,107 mg/mL, ce qui indi- 

TABLEAU III 

PRECIPITATION DU POLYOSIDE NATIF ET D6POlJRVI: D’ACIDE PYRUVIQUE AVEC SF:RUM DE LAPIN 

Polyoslde 
natif ou dlpourvu 
d’acrde pyruvique 

(CLglmL) 

Teneur PFI prothes (Fg) dam le prt!crp& avec 
_- --.-- -.-- - - ---- 

Polyosrde Polymide dkpourvu 
natif d’acidepyruvlque 

2 52 31 
5 88 38.5 

IO 122 31 
15 134 34 
20 125 27 
30 102 

_ _ _ ~_ -._ 



que un degr@ de polym@risation de 6. L.a teneur en ~-glucose est double de cellc du 
D-galactose et le D-glucose est le SUCK terminal rkducteur. L.e dosage dc l’acide 

pyruvique 3 montrC que celui-ci Ptait en m2me quantitk molaire que le r,-galactose. 

On est done en presence d’un hexaoside avant un rlsidu de O-glucose terminal r& 

ducteur. ayant garde l’acide pyruvique. non hydrolysk par I‘action enzymatique. 

PropriPtPs imt71L411oloKi(~L4P.\. cl14 polhnu&~. -- Les reactions de precipitation 

ont Ctk r6alisCes avec IL’ polyoside natif et ddpourvu d‘acidr pyruk-ique contrc Ie 

s&urn de lapin anti-polysaccharide natif-albumine. Les rkultats sont repr6sentCs 

sur Ic Tableau III et la Fig. 3. i.‘inhihition de la precipitation (Ir maximum de pr& 

cipitation est obtenu par 15 pug de polysaccharide natif) est essayer avt’c Ic D-gluco- 

se. D-galactose et I’acide pyruvique :i la concentration de 40 mp:‘mL. jv111r Tableau 
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IV). L’acide pyruvique provoque la plus forte inhibition: il serait done un vCritable 

constituant immunodominant du polyoside. Cette propriCtC de l’acide pyruvique a 

CtC Cgalement signal& par Lew et Heidelberge? au tours de leur @tude sur les 
polyosides de certains pneumocoques. Le rBle des polyosides B acide pyruvique 

dans la physiologie des batteries correspondantes n’est pas encore tlucidC. Mais, 

du moins chez B. megaterium oti se dCroule la fermentation P-hydroxybutyrique, 

on peut supposer que le polyoside substitu@ par l’acide pyruvique reprksenterait 

une forme de stockage de cet acide. En effet, il apparait comme facilement hydro- 

lysable et ne semble pas 1% au sucre par une liaison spCcilique, puisque dans le 

polyoside3’ de Pneumococcus type IV il est lie en 0-2-O-3 et chez les Klebsiella 
K13, K32, K70, il est lik3’ en 0-3-O-4. L’acide ainsi stock6 par liaison avec des 

polyosides serait lib&C par voie enzymatique selon les besoins de la bactCrie. 
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