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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 1-car-
boxyethylidene group, and '"H-n.m.r. examination of the oligosaccharides obtained
by acidic partial hydrolysis suggested the following structure for the repeating unit:
—4)-B-D-Glcp-{1—-4)-8-D-Glep-(1-3)-[4,6- O-(Me {CO,)HC-a-D-Galp]- (1.
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 (B-hydroxybutyric acid fermentation in particular).

SOMMAIRE

Un polyoside intracellulaire contenant D-glucose, D-galactose et acide
pyruvique dans le rapport 2:1:1 a été extrait de Bacillus megaterium. L.’ oxydation
periodique du polyoside avant et aprés élimination du résidu I-carboxyéthylidéne,
suivie de I'étude des oligosides obtenus par hydrolyse acide partielle du polyoside
et I’étude des spectres r.m.n.-'H ont permis d’établir la structure suivante de
Punité répétitive: —4)-8-D-Glep-(1--4)-8-D-Glep-(1-3)-|4,6-0-(Me)(CO,H)C-a-
D-Galp}-(1-—.La proportion élevée d’acide pyruvique laisse supposer que le
polyoside serait une forme de stockage de cet acide, lequel serait libéré, par voie
enzymatique, au cours du métabolisme bactérien (fermentation gB-hydro-
xybutyrique en particulier).

INTRODUCTION

Au cours de la préparation de la dépolymérase du lipide 8-hydroxybutyrique

*A qui toute correspondance doit étre adressée.
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chez Bacillus megaternum’ nous avons nus en évidence la presence d'une sub-
stance intracellulaire ayant les curacteristiques d'un polvoade ot co-préeipitant
avee l'enzyme par le sulfute d'ammonium L ¢ comportement particulier de cette
substance. vraisemblablement de nature polyosidigue et acide, imdiguant gue ce po-
lymere était ditterent des polvosides isoles par Aubert ot voll.” b partn de B.
megaterim. Aussi myons-tons eatrepris J'isoler directement cette substance afin
d'étudier sit nature chimique et par L suite. son 10fe Sventuel dans ia physiologie
de L bacteric.

PARTIL. FXPERIMENTAIE

Méthodes génerales. - 1.c pouvoir rotatorre du polvoside o ete déterminé
avec un polarimétre Perhin-Elmer (241 Mc) 1 esspectres de r.mon -"TEet *C sont
enregistrés respectivement a KK et 20 MHz sur appareils Bruker WH-400 et Vari-
an CFT-20 avec lacétone comme standard mterne (8 2.23 ot 31.07 respective-
ment, & partir du signal du 4 4-dimethyi-d-silapentane--sulfonate de ~odium pris
comme référence interne. Les echantillons sont prépares par solution dans DO et
lvophilisés & plusicurs reprises. fos spectres de tomea. “H sont enregintres a 90 +5
ctecuxder.man.-"'Cala temperature ambante

Souche bacterienne ¢ culture des bactertes. - 1 a souche de B omegaterium
M.L. provient de Pancien Service des Fermentations de Uinstitut Pastear. Les bac-
téries sont cultivees sur le miheu: D-ghicose (35 g). bouitlon de haricots (200 mL).
KH- PO, (3 ). KNO; (3 gy NaNO, (3 gy, MgSO, - 7 HLO (Y0 gy, MnsO), - 3 HLO
{3 mg), FeSO, - 7 H-O (3 myg). cau distillee ¢ s p. 1 L. On ensemence le milieu
(15 L) dans une cuve {25 1) maintenue sous forte adration et jorte agitimon, Apres
16 h de culture. les bacteries sont centrifugees a 47 kavdes deux o avee une solu-
ton saline tumponnee {SP1a pll 7 et les culots bactériens sont conseives a =03

Prepurantons Ju polvoude. - Nous n'en rappelletons que les prmeipales
phases. les détails arant déa et publies™. Les culots hactériens sont broyves 2 la
French press (100 MPa) et reprs par le tampon S (3 vor 1ot contrdugés Le sur-
nageant ost alors traaté par W sultate de protamine L pH 6 (277 final) pour climiner
les acides nucléiques  Aprec centrifugation. fe surnageant {neutralise et dinlysé)
qui contient la depolymérnise ot le polvosde est precipite au sulfste J ammonium
(6077 final). Aprés centritugation. e culof de proteines et de polvoside est extrait
par dissolution dans ane solution saturee de sultate de soude a pH 3.8 sous amita-
tion torte. Lo culot doe protemes obtenu par centritugation content fa de-

Pt

ol ||\.mt$ruu_s R

e
prayiovias AN t

POy aovant |
“ YU .

ageant. e polvoside. Apres ine 2emie precipitadion au siil-
fate d"ammomum. on obticnt e polyoside “brut™ {1 g 4 partr de 2 mL de bac-
teries fraiches). Ie polyvoside o8t ensuite putilie par un traitemend au bromure de
cétyltriméthylammonium {1074 ) qui precipite speafiquement ie polyosde acide.
Celw-c1, recueilh par centrifugation. ost dissons dans une solution de NoC1 46 puis
precipité par Fethanol (3 voi, Le polyeside acide ot ensutic puritic par passage
sur une colonne de DFAF-cellulose. afin d'chminer fes traves de proteines en-
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trainées. Le tampon utilis¢ pour I’équilibration de la colonne est le Tris - formiate
50mM a pH 7. et I’élution se fait sous gradient de concentration continu de tampon
Tris - formiate 0.05 4 1M (pH 7). Les fracticnis contenant le polyoside sont concen-
trées, dialysées et le polyoside est ensuite lyophilisé.

Constituants. — Les sucres constitutifs ont été dosés par la technique de
Somogyi—Nelson®, aprés hydrolyse totale par P’acide sulfurique 0.5M pendant 5 h a
100°; ils sont identifiés par: (a) Chromatographie sur papier Whatman (1, 2 ou 3
MM) (apres neutralisation de I’hydrolysat par 'hydroxyde de sodium et passage
sur résine MB3) dans les solvants suivants: (4) 1-butanol-pyridine-acide chlorhyd-
rique 0,1M (5:3:2), (B) 1-propanol-acétate déthyle—eau (7:1:2), (C) pyridine—
acétate d’éthyle~acide acétique—eau (5:5:1:3). Les révélateurs sont le nitrate d’ar-
gent’, le phtalate d’aniline®, ou la p-anisidine”. (b) Par chromatographie en phase
gazeuse, a I'état d’acétates d’alditol sur SP 2 340 (Supelcoport 3%, 100-120 mets.;
4 min. 4 195°, puis 2°/min jusqu’a 260°); ou a I'état d’aldonitriles peracétylés selon
Chen et McGinnis'”. Le D-glucose et le D-galactose sont dosés spécifiquement par
la D-glucose-oxydase (EC 1.1.3.4.) et la D-galactose-oxydase (EC 1.1.3.9.). Les
acides uroniques sont identifiés par chromatographie, selon Young et Corden''.
Les amino sucres sont révélés par la ninhydrine aprés chromatographie. Les pro-
téines et le groupe phosphate sont dosés par les techniques respectives de Lowry et
al."™>'3. L’acide pyruvique, isolé par extraction a I'éther, de I'hydrolysat du
polyoside, est identifi¢ par formation de la 2,4-dinitrophénylhydrazone
(chromatographie et p.f. 212-214°); il est dosé par la technique de Koepsell et
Sharp'?, ou celle de Sloncker et Orentas'”.

Elimination du résidu 1-carboxyéthylidéne. — L'obtention d’un polyoside
non dégradé et dépourvu d’acide pyruvique a été obtenue par “autohydrolyse” du
polyoside acide, suivie d’une hydrolyse acide faible: la solution aqueuse de
polyoside, passée sur résine échangeuse d’ions IR-120 (H™) et ayant un pH ~3, est
maintenue a 100° pendant 4 h. L’hydrolysat concentré cst passé sur une colonne de
Bio-Gel P-4 qui permet de récupérer le polyoside non dépolymérisé, mais conte-
nant encore 3-4% d'acide pyruvique. Celui-ci est totalement éliminé (& 0,2% prés)
par action de I'acide sulfurique 5mM pendant 2 h a 100° qui ne provoque pas la dé-
polymérisation du polyoside.

Oxydation periodique du polyoside. — Cette oxydation est effectuée sur le
polyoside natif et sur le polyoside dépourvu d’acide pyruvique selon la technique,
en deux temps, de Spmme'®, et selon la technique de Tinelli et Staube'” ou par la
technique spectrométrique pour les petites quantités'®. Polyoside natif (100 mg, 5
puM/mL, 29 mg/10 mL), periodate de sodium 16mM, 25°, a I'obscurité pendant 48 h,
puis encore pendant 72 h, et la réaction est arrétée: consommation de 9,4 umol.
[’hydrolysat de polyoside oxydé (4 mg) par I'acide sulfurique 0,5M, pendant S h a
100° est neutralisé par le carbonate de baryum. On centrifuge le sulfate de baryum
formé; le sel est éliminé par la résine échangeuse d'ions MB 3 afin que la séparation
de I’érythritol et du glycérol par chromatographie soit nette. La solution est alors
concentrée a 1 mL et déposée sur papier Whatman no 1 pour une chromatographie
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ascendante préparative dans le solvant B avec une durée de 7 h. La p-anisidine re-
vele les alcools et les sucres (voir Tableau I). Cette chromatographie (Fig. 1) per-
met ['¢lution de I'érythritol et d'une bande correspondant au glycérol (ainsi que
d’un “blanc™). Les éluats sont concentrés a | mL. Les alcools sont dosés par I'acide
chromotropique apres oxydation par acide periodique en aldéhvde formique
selon Hay et al.'’.

Obtention d’oligosides par hydrolyse acide ménagée et par hvdrolvse en-
zymatique. — Le polyoside acide est hydrolysé partiellement soit par H-.S8O 0,1m
a 100° pendant 50 min. soit par I'acide trifluoroacétique 2™ a 10(° pendant 30 min

Nous avons isolé¢ « partir du sol, une souche bactéricanc, wdentifice a
Flavobacterium aquatile. capable d'utiliser le polvoside comme seule source
énergétique de carbone.

Lenzyme est extraite par désintégration des bacteries pendant 2 fois 5 min
dans un appareil Sonifier Branson B 30 4 20 kcycles/s. Apres traitement au sulfate
de protamine a 2% . puis precipitation au sultate d"ammonium entre 40 et 807 de
saturation, le précipité (100 mg en protéines). dialysé contre un tampon phosphate
de sodium 0.1M, pH 7, est passé sur une colonne de Sephadex G-100 ¢(hauteur 90
cm, diametre 3 cm), équilibrée dans le méme tampon. Des fractions de 5 mL sont
recueillies. Lactivité enzvmatique définic ci-dessous est retrouvee dans le pic
d’exclusion du gel. elle est de 708 nmol de D-glucose/mg de proteine. Aprés con-
centration des fractions actives et dialyse contre un tampon Tris - formiate U.05M,
pH 8.2, Iextrait (20 mg de proténes) est pose sur une colonne de DEAE-cellulose
(hauteur 12,5 cm, drlametre 3 em) préalablement équilibrée en tampon Tris - for-
miate 0,05M, pH 8.2. L'enzyme, éluée par un gradient de molarite en Tris de 0,05
(200 mL) a M (200 mL), sort a 0. 15M.

L’extrait est ensuite concentre par précipitation au sultate d’ammonium i
80¢¢ de saturation puis dialysé contre un tampon de phosphate 0.18m, pH 7, et con-
servé a —20°. L’extrait ainsi obtenu (5.76 mg de protéines) a une activite de 2,06
umolmg de protéine. La purification est de 30 fois. A chaque étape de purifica-
tion, I'enzyme est repérée par I'apparition du pouvorr réducteur mesuré par la
méthode de Somogyi-Nelson®. Nous avons arbitrairement défini Pactivité en-
zymatique comme la quantité de nmol de D-glucose libérees en T h a 377, a partir
d’'une solution de polysaccharide & 197 dans un tampon phosphate de sodium 0, 1M,
pH 7. par 1 mL d'extrait enzymatique. Les proteines sont déterminées par la
méthode de Lowry etal. '~

A pH 7 et 4 37° cette enzyme dépolymérise le polyoside, tout en laissant le
groupe l-carboxyéthylidence lié aux olhigosides. Les produits formes par hvdrolyse
enzymatique. isolés a 'état de sels de baryum sont séparés par chromatographie
sur papier Whatman 3 MM dans le solvant C pendant 18 h. La reduction des
oligosides par le borohydrure de sodium afin d'identifier le sucre terminal réduc-
teur est faite selon la technique habituelle™.

Sérums. — Le polyoside a ¢té couplé avec 'albumine humame selon la
technique de Goebel et Smith™’. afin de lui conférer une immunogénicité. Ce com-
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plexe est dissous dans P’eau physiologique additionnée de 2% KAIK(SO,), - 12
H,O; le pH étant ramené a 7, la concentration finale de 'antigéne est de 1%. Six
injections de 0,5 mL sont faites 4 un lapin par voie intraveineuse pendant deux
semaines. Un rappel est fait apres 15 jours. Les techniques classiques de précipita-
tion antigéne—anticorps et d’inhibition de la précipitation afin d’identifier le sucre
immunodominant ont été décrites?’-?2,

RESULTATS ET DISCUSSION

Composition du polyoside. — Le polyoside obtenu aprés lyophilisation pos-
sede un M, 88 000-110 000 (déterminé par osmométrie). Il ne contient ni phos-
phore, ni azote (0,08%) et présente [a]3’ +69° (c 0,5, eau).

L’hydrolyse totale du polysaccharide (40 mg) donne 33,5-34 mg de sucres ré-
ducteurs (exprimés en D-glucose), soit ~84,5-85%. Ce polyoside ne contient ni
groupes phosphates, ni résidus d’acides uroniques ou de sucres aminés. Son carac-
tere acide est di a la présence d'acide pyruvique qui représente en moyenne 15 a
16%. concentration nettement supérieure a celle existant dans d’autres polyosides
bactériens a acide pyruvique® 2. La chromatographie sur papier de I’hydrolysat
précédent a montré la présence de deux taches correspondant au D-galactose et au
D-glucose. Les dosages enzymatiques ont montré que le rapport Gle: Gal variait de
1,8-2,01. On peut en conclure que le polyoside contient deux molécules de D-
glucose et une de D-galactose, I'ensemble représentant 84 a 85% du poids du
polysaccharide. La chromatographie en phase gazeuse des acétates d’alditol
méthylés a confirmé ce résultat: 2,3,6-tri-O-méthyl-Glc/2-O-méthyl-Gal 2:1. La
quantit¢ d’acide pyruvique étant de 15-16% le rapport D-Gle/D-Gal/acide
pyrivique estde 2:1:1

En spectrographie r.m.n. on a observé les résultats suivants: r.m.n.-'H: 8
5,46 (H-1a), 4,74 (H-18), 4,53 (H-1a), 1,47 (3 H, pyruvate); r.m.n.-'3C: 8 104,66.
103,36, 101,62 et 101,14 (C-1a et pyruvate).

Oxydation periodique du polysaccharide. — Cette oxydation a été effectuée
sur le produit natif et sur le produit dépourvu d’acide pyruvique. On a observé une
consommation de deux moles de periodate par unité répétitive. La chromato-

TABLEAUI

TENEUR EN SUCRES APRES OXYDATION PERIODIQUE DU POLYOSIDE

Composé Polyoside (mgimL)

Non oxydé* Oxydé
Polyoside” 1 0.4
p-Galactose® 260 245
p-Glucose® 540 2

“Sucres réducteurs avant hydrolyse. ®Aprés hydrolyse
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graphie d’un hvdrolysat du polysacchande oxydé a indique la disparition guasi to-
tale du D-glucose. Le dosage des sucres restant (Vableau 1) a montre qu effective-
ment la teneur en D-glucose avait dimmue de 995 alors que celle en D-galactose
dtait pratiquement inchangce. | ¢ dosage de Facide pyruvigue Jans ot hvdrolysat
amontré que sd teneus n'aval pas varie (1.1 mol mol de Gally Lo glucose clant to-
talement détrutt ost don lie st o O-4 au - mars comme 1 v a = molecules de
D-glucose par unite repetitive ke perioqate consommie indique nne loason (f--4
L “acide pyruvique be a un sucre par une liason acetal necessitant 2 groupes hydro-
xvles libres ne peut étre be au b-glucose qui est oxvdable par i peniodate 1e D-
galactose non oxyde par ke periodate, ne peut ¢tre lie au D-glacose gu'en -3 O-4
et ()-h étant lies a 'acide pvrnvique.

La chromatographic de Phydrolysat du polysaccharide oxvde puis redunt
montre fa presence d'une tache blanche sur fond jaune correspondant a Ferv-
thritol. rien napparaissant an miveau du glhveerol (frg. o Or o, - R.20 mg
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Fig | Chromatographie anafy igue dos produnes tormes par oxvydation penodique du polyoside natt et
depyruvile sur papier Whatnian ne § dans -propanel acetaw Jethyle-eau ™ 1 2 (v v (;cndulit Thet
revelatom aved fa pramisidine A ) sandard de Deglacose et Degalactsse {BY de ensthnitol, (€) dve
gheerol {DY hydrohsar e poheosds aint osvde, (84 hydrobeat de poly sade dL:p.-uru. dacnds
prrrvigie ot oxvde
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Fig. 2. Chromatographie analytique descendante apres hydrolyse ménagée du polyoside avec H,SO,
50mMm (C-F) et H;80, 0.1m (G) sur papier Whatman no 2 dans 1-butanol-pynidine-acide chlorhydrique
0.1m 5:3:2 (v/v) pendant 48 h avec révélation par phtalate d’amline (A) standard de D-glucose: (B)
standard de D-galactose: hydrolyse pendant 10 (C). 20 (D), 30 (E), 40 (F} et S0 min (G).

d’érythritol/mL d’éluat (soit 66 umol), soit ~1 mol d'érythritol/mol de periodate
consommé, ce qui permet de conclure que le D-glucose est lié en O-4.

Oxydation periodique du polyoside dépourvu d’acide pyruvique. — Le
polyoside est oxydé dans les mémes conditions que le polysaccharide natif. Au
bout de 5 jours, la consommation de periodate de sodium est de 10,8 wmol/6 umol
d'ose, soit ~2 mol de periodate/mol d’ose, résultat semblable a celui de 'oxydation
periodique du polysaccharide natif. Les dosages de D-glucose et de D-galactose
aprés hydrolyse ont montré que le D-glucose avait disparu, alors que ~95% de D-
galactose étaient retrouvés. Donc le D-galactose ne peut étre lié qu'en O-3 et, par
suite, les OH-4 et -6 sont liés a I’acide pyruvique, le qui indique une structure D-
Glc-(1-3)-D-Gal-(1--4)-D-Glc, mais I'ordre d’enchainement n’est pas encore €ta-
bli.

Hydrolyse acide ménagée. — (a) Par H,SO, 0,IM pendant 50 min a 100°.
Aprés neutralisation, traitement par résine MB 3 et concentration, cet hydrolysat
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est chromatographié (Fig. 2) sur papier (solvant A). pour récupérer les oligosides
A et B par élution par I'eau. On a ainsi obtenu a partir de 40 mg. 6.4 mg dc
I'oligoside A et 4,35 mg de 'oligoside B.

(b) Par l'acide trifluoroacétique pendanr 30 min a 100°. Apres chromato-
graphie sur papier Whatman no 1 (solvant: I-butanol-acide acétique-H-O, 2:1: 1.
viv). 2 oligosides sont apparus et ont été récupérés: ((145 mg. R, 0.5 (D) 15 mg.
Ry 0.20.

Structure des oligosides. — 1.a composition des oligosides A et B a été déter-
minée, apres hydrolyse totale de chacun d'eux. par chromatographic de 'hydro-
lysat et dosage des différents sucres 1solés (D-glucose et D-galactose). L oligoside A
est constitué de D-glucose et de D-galactose dans le rapport 111, 1'oligoside B dans
le rapport 2:1 (Tablcau 1I). Ces oligosides ne contiennent pas d'acide pvruvigue
puisque I'hydrolyse du résidu 1-carboxyethylidéne a hreu dans des conditions d'hy-
drolyse beaucoup plus douces.

Aprés réduction par le borohydrure et hydrolyse totale des oligosides, le dos-
age du D-glucose et du D-galactose {voir Tableau II) indique la disparition totale ou
partielle du D-galactose dans les oligosides réduits. ce qui suggere que cet ose est
a Iextrémité réductrice. Le D-glucose. qui apparait le premier fors de Thvdrolyse
ménagée de l'oligoside, est a 'extrémité non-réductrice.

La chromatographic des hydrolysats (solvant A, papier Whatman no 2) a
montré ["absence totale de D-galactose dans oligoside A réduit L'oligoside A est
donc un D-glucosyl—D-galactose.

L oligoside B. qui possede 2 résidus de D-glucose pour 1 de D-galactose ¢t
dans lequel la moitié du D-galactose est réduite. ne peut ¢tre qu'un hexaoside de
formule:  D-Gle—D-Gle—D-Gal--D-Gle—D-Gle—-D-Gal.  L'enchainement  des
sucres dans le polyoside est donc: —D-Gle-(1—4)-D-Gle-(1->3)-D-Gal-(1-4)-
p-Gle-(1—-4)-D-Gle-(1—3)-D-Gal-(1—4)-D-Gle-( 1 —4)-D-Gle( . L'acide  pyru-
vique, dont la fonction acide est libre. est lié sous forme acetal avec O-4 ¢t -6 des
résidus de p-galactose.

L hydrolyse de I'oligoside C libére uniquement du D-glucose et son spectre
de r.m.n.-"C est identique a celui du cellobiose.

L’oligoside D a montré les propriétés suivantes: [«e]5' +50° (¢ 0.32. cau);
Rei (1-butanol-acide acétique-H-O 2:1:1. v/v) 0.20; r.m n.-'H (400 MHz,

TABLEAUII

TENE LR ENSUCRES APRES REDUC THON PAR T L BORODHYDRURE FT HYDROIYSF I0OTALE DESOLIGOSIDES A E
B

Sucre Oligoside (ug)
4 A rédunt B R redu
N-Glucose 75 75 108 102

D-Galactose 80 I S2.8 27
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oligoside réduit par le borohydrure): é 4,50 (1 H), 4,54 (1 H). L’hydrolyse de
'oligoside réduit par I’acide trifluoroacétique, puis la conversion en aldononitriles
peracétylés et la chromatographie en phase gazeuse sur OV-225 (3% sur Gas
Chrom Q, 100-120 mesh) a 210° ont donné: R (par rapport au dérivé du D-man-
nose) 1,22 (D-glucose, 66 mol/100 mol), 1,45 (galactitol, 33 mol/100 mol). L’oside
D a donc le structure D-Gle—D-Glc—D-Gal. La méthylation selon Hakomori*® et
identification par s.m. selon Bjorndal et al.** de ce trioside réduit a donné les résul-
tats suivants (acétates d’alditols séparés sur OV-225 a 170°): R+ 1,00 (2.3,4,6-
Me,Glc, 45 mol/100 mol); 2,31 (2,3,6-Me;Glc, 55 mol/100 mol). Ce résultat con-
firme la structure présentée ci-dessus. Sur la base des résultats précédents, la struc-
ture de I'unité de base est représentée par 1.

|
|
) |

1

Hydrolyse enzymatique. — La chromatographie de I’hydrolysat (solvant C) a
montré la présence de trois taches de faible migration. Seul, I'oligoside correspon-
dant a la tache la plus intense a été récupéré par élution aqueuse (2,5 mg). L’hydro-
lysat acide de cet oligoside avant et aprées réduction par le borohydrure de Na a
donn€é un pouvoir réducteur respectivement de 0,128 et 0,107 mg/mL, ce qui indi-

TABLEAU III

PRECIPITATION DU POLYOSIDE NATIF ET DEPOURVU D*ACIDE PYRUVIQUE AVEC SERUM DELAPIN

Polyoside Teneur en protéines (ug) dans le précipité avec
natif ou dépourvu - — -
d'acide pyruvique Polyoside Polyoside dépourvu
(ng/mL) natif d’acide pyruvique
2 52 31
5 88 38,5
10 122 37
15 134 34
20 125 27

30 102
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\\{A‘,

Proteines (ug)

Pclyoside (g

Fig 3 Courbes de précaipitation de 'immunsérum avec le polyoside natif (A) et le polvoside depourvu
d’acide pyruvique {B)

que un degré de polymérisation de 6. La teneur en D-glucose est double de celle du
D-galactose et le D-glucose est le sucre terminal réducteur. Le dosage de 'acide
pyruvique a montré que celui-ci était en méme quantité molaire que le nD-galactose.
On est donc en présence d'un hexaoside avant un résidu de D-glucose terminal ré-
ducteur. ayant gardé I'acide pyruvique. non hydrotysé par 'action enzymatique.
Propriétés immunologiques du polvoside. — Les réactions de precipitation
ont éte réalisées avec le polyoside natif et dépourvu d'acide pyruvigque contre le
sérum de lapin anti-polysaccharide natif-albumine. Les résultats sont représentés
sur le Tableau I1 et la Fig. 3. L' inhibition de la précipitation (le maximum de pré-
cipitation est obtenu par 15 pg de polysaccharide natif) est essayee avec e D-gluco-
se. D-galactose et I'acide pyruvique & la concentration de 40 mg/mL (voir Tableau

TABLEAUIV

INHIBITION DE [ A PRECIPITATION DU POEFYOSIDE NATIFY PAR SERUM DI TAPIN

Addimon” Protémnes precipiiees Intubition
(g (g
Aucune 182 4
D-Glucose 146.5 RN
b-Galactose 1t 27

Acide pyruvique 84 44,7

“ISug "0 ug



POLYOSIDE DE Bacillus megaterium 127

IV). L acide pyruvique provoque la plus forte inhibition: il serait donc un véritable
constituant immunodominant du polyoside. Cette propriété de I'acide pyruvique a
été également signalée par Lew et Heidelberger™ au cours de leur étude sur les
polyosides de certains pneumocoques. Le role des polyosides a acide pyruvique
dans la physiologie des bactéries correspondantes n’est pas encore élucidé. Mais,
du moins chez B. megaterium ol se déroule la fermentation B-hydroxybutyrique,
on peut supposer que le polyoside substitué par 1'acide pyruvique représenterait
une forme de stockage de cet acide. En effet, il apparait comme facilement hydro-
lysable et ne semble pas lié au sucre par une liaison spécifique, puisque dans le
polyoside®® de Preumococcus type IV il est lié en 0-2-0-3 et chez les Klebsiella
K13, K32, K70, il est 1ié* en O-3-0-4. L’acide ainsi stocké par liaison avec des
polyosides serait libéré par voie enzymatique selon les besoins de la bactérie.
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