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ABSTRACT

Two inducible enzymes, namely a levansucrase and a sucrase, are responsible
for the saccharolytic activity in Bacillus subtilis Marburg In the strain QB 13 pro-
ducing a high level of saccharolytic activity, up to 90% of this activity is excreted
The exocellular activity can be accounted for by levansucrase This enzyme has been
obtained in pure form from the supernatant of an induced culture by fractional
precipitations with ethanol and ammonium sulfate, and chromatography on hydroxy-
apatite, mol wt is ca 40,000, s° 20 =4 16 S The enzyme consists of a single
polypeptide chain with lysin as the N-terminal amino acid This enzyme catalyzes
transfructosylation reactions ; sucrose and low-molecular-weight levans may act as
D-fructosyl donors, water, D-glucose, sucrose, and levans act as acceptors The apparent
Michaelis constants of levansucrase for sucrose and low-molecular-weight levans
(mol wt 10,000) are respectively 27mNi and 3mM (30 g/1), the yield in levan of the
reaction catalyzed by levansucrase reaches 90% in the presence of low-molecular-
weight levans acting as initiators The exocellular levansucrase of Bacillus subtilis
Marburg QB 13 appears to be identical with the previously studied enzyme of Bacillus

srubttlis var Nigra BS 5

SOMMAIRE

Deux enzymes inductibles, une levane-sucrase et une saccharase, sont res-
ponsables de l'activite saccharasique chez Bacillus subtihs Marburg La souche
QB 13, qui produit un niveau eleve d'activite saccharasique, excrete jusqu'a 90 % de
cette activity sous forme de levane-sucrase exciuslvement La levane-sucrase
exocellulaire de QB 13 a ete purifiee jusqu'a homogeneite a partir du surnageant
d'une culture induite par precipitation a 1'ethanol, fractionnement au sulfate d'ammo-
mum et chromatographie sur hydroxylapatite, p . mol ca 40 000, S°,20=4,16 S
La molecule est constituee d'une settle chain polypeptidique dont 1'extremite

*Dbdi6 au Professeur Jean-Enile Courtois A i'occasion de son 658me anniversaire
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N-terminale est la lysine Cette enzyme catalyse des reactions de transfructosylation,
le saccharose et les levanes de faible poids moleculaire sont des donneurs du groupe
D-fructosyle, 1'eau, le D-glucose, le saccharose et les levanes pouvant jouer le role
d'accepteurs Les constantes de Michaelis apparentes de Ia levane-sucrase pour le
saccharose et les levanes (p mol 10 000) sont respectivement 27mri et 3mM (30 g/1),
le rendement en levanes de la reaction catalysee par la levane-sucrase atteint 90
en presence de levanes initiateurs La levane-sucrase exocellulaire de Bacillus
subtilis Marburg QB 13 parait identique a celle de la souche BS 5 de Bacillus subtils
var nigra precedemment etudiee

INTRODUCTION

Chez Bacillus subtdas Marburg, l'activite saccharasique est portee par deux
enzymes !nductibles, une saccharase et une levane-sucrase' [(2-'6)-$-D-fructane
D-glucose-6-fructosyl-transferase E C 2 4 1 10], ces enzymes ont ete separees par
chromatographie sur hydroxylapatite et se distinguent aisement par deux criteres
production de levanes et resistance a l'attaque trypsique, tous deux propies a la
levane-sucrase2

Dans la souche d'origine 168 le taux differentiel de synthese (t d s) maximum
de l'activite saccharasique totale est faible (0,35 U/mg de protein, cf Materiel et
Methodes) et le rapport des activates levane-sucrase (LS) a saccharase (S) est LS/S =
0 1, les deux activates sont essentiellement endocellulaires

On peut obtenir3 par mutation ponctuelle des couches produisant dix fogs plus
d'activite saccharasique totale que la souche 168 L'examen de ces couches montre que
le niveau d'activite saccharasique du a la levane-sucrase est augmente par un facteur
100 environ, le naveau d'activite de la saccharase restant mchange, le rapport levane-
sucrase a saccharase est alors LS/S = 10 Le phenotype de ces mutants est design& par
Lvsh (haute production de levane-sucrase) QB 13 est l'une de ces souches dans
laquelle la mutation a ete localisee s (SacU 32), elle excrete environ 90 % de son activate
saccharasique totale

Nous montrerons tout d'abord que l'activite saccharasique exocellulaire de QB
13 est due a la levane-sucrase, nous decrirons ensuite la purification et les proprietes
de cette enzyme L'existence de deux saccharases, dune de type levane-sucrase,
l'autre de type anvertase et le fait que ces enzymes soient l'objet d'une regulation
commune, au moans en partie6, posent le probleme de leurs relations aux niveaux
structural et fonctionnel Le present travail s'inscrit dans le cadre de cette recherche,
la purification de la saccharase de type invertase etant actuellement en tours

Dedonder et coil' s ont etudie la levane-sucrase excretee par la souche BS 5
de Bacillus subtrlrs var nagra, egalement Lvsh , nous avons compare les levane-sucra-

*Le phenotype sauvage anterieurement designe LSH - sera designe ici par Lvs+, le phenotype haute
production anterieurement designe LSH+ sera design8 ici par Lvsh, en con£ornute avec les regles
proposees par Demerec et at }
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LEVANE-SUCRASE EXOCELLULAIRE 367

ses punfiees des souches QB 13 et BS 5 Nous presenterons brrevement les resultats
obtenus dans ce domarne

MATER TEL ET METHODES

Cultures bacteriennes - flies ont ete realisees a 37° en milieu mineral synthe-
tique [K2HP04 70mht, KH2PO4 30mM, (NH 4) 2S04 25mM, MgSO4 7 H2O 0,5mM,
MnSO4 1 H2O 0 01 mm, citrate ammoniacoferrique 22 lug/ml], dans des cuves de 12 1,
aerees par agitation et barbotage d'air sterile, en presence de L-tryptophane (100pg/m1)
et de saccharose (0,24M) comme source de carbone et inducteur La croissance bacterien-
ne a ete suivie par mesure de la. densite optique a 650 nm (spectrophotometre Beck-
man DU, 1 cm de trajet optique, I ml a densite optique 1 = ca 360 fig de proternes
= ca 8 x 108 batteries) Dans ces conditions le taux differentiel de synthese de l'activl-
te saccharasique de la souche QB 13 est de 3,5 U/mg La recolte est faite en phase de
croissance exponentielle (densite optique 2 a 2,5), les batteries sont eliminees par
centrifugation (70 000 g, centrifugeuse Sharples)

Tampon - Le tampon phosphate potassique pH 6,0 (tampon 1), a des molarites
variant de 0,05 a 2M, a ete utilise dans toutes les experiences, sauf indication particu-
here

Letanes - Les levanes natifs sont des polymeres branches de tres haut ponds
molecularre (10 8) constitues de restes D-fructofuranosyles formant une structure
« en buisson >> avec un embranchement tous les cinq restes en moyenne [liaisons
l-D-(2-->6) dans les chaines et fl-D-(2-+I) aux embranchements]9 Les levanes de
faible ponds molecularre utilises dans les experiences ont ete prepares a partir de leva-
nes natifs, provenant de cultures sur saccharose de is souche BS 5 de Bacillus subtilis
var nigra, par hydrolyse acide menagee et fractionnement a l'ethanol1O Leur ponds
molecularre (p mol ) a ete determine par mesure de leur pouvoir reducteur et par filtra-
tion sur Biogel P-60, it est de 10 000 environ et correspond a des molecules ayant 10
a 12 chaines exterieures terminees par un groupement non-reducteur

Analyses et dosages - L'analyse des sucres a ete realisee par chromatographie
descendante sur papier lave (2043 b Schleicher et Schull ou Whatman`n° 1) avec le
solvant alcool butylique-acide acetique-eau (4 1 1, v/v) Les sucres radioactifs
uniformement marques par i4C (fournis par le Commissariat d'Energie Atomique,
Saclay, France) ont ete localises par autoradiographie Le D-fructose et ses derives ont
ete reveles par le reactif a l'uree, les sucres reducteurs par le reactif au chlorure de
triphenyltetrazolium i i

Les sucres reducteurs ont ete doses par la technique de Somogyi- Nelson" 2 ,

le D-fructose des levanes par la methode de Roe modifiee13 et le D-glucose avec le
« Glucostat reagent >> (Worthington Biochem Corp, Freehold, New Jersey)

Les proternes ont ete dosees selon les techniques de Lowryl 4 ou de Bucherr$,
la serumalbumrne de bceuf a ete utilisee comme reference

Dosage d'aetwrtd - L'activite enzymatique des solutions de levane-sucrase
est determine par mesure de la vitesse inltiale de liberation du D-glucose au cours de
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la reaction d'hydrolyse du saccharose selon la technique precedemment decrite' 6,

dans les conditions optimales suivantes - 37°, tampon I 50mrt, saccharose 0,24M,
levanes (p mol 10 000) 100 g/1, 10mM L'unite de levane-sucrase (U) est la quantite
d'enzyme qui hbere, dans ces conditions, une micromole de D-glucose par min

Rendement en levanes - L'action de la levane-sucrase sur le saccharose ne
conduit pas a la liberation de D-glucose et de D-fructose en quantites equimoleculaires
Le rendement en levanes (Y) de cette reaction est le rapport du nombre de resldus
D-fructosyles incorpores dans les levanes au nombre total de residus D-fructosyles
transferes, it est defini par Tune des expressions suivantes

y -_

	

Fru

	

x 100 = 1 - Fru,
x 100 = 1 -

LF
x 100

Fru, + Fru

	

G,

	

VG

Fru quantite de D-fructose integre Bans des Wanes de hauts poids molecu-
laires ; Fru, et G, quantites de n-fructose et de D-glucose libres, vF et t c, vitesses
imtiales de liberation du D-fructose et du D-glucose

L'addition de levanes de faible poids moleculaire au melange reactionnel
augmente le rendement de polymerisation, ainsi que la reproductibilite des dosages"
Sauf indication particuhere les determinations de rerdement en levanes ont ete reah-
sees dans les conditions suivantes - le melange reactionnel constitue de saccharose-
U-14C (30 pCi/mole) 0,24M, de levanes (p mol 10 000)100 g/I et d'extrait enzymatique
(0,1-1,5 U/mI) est incube a 37° en tampon I 50mr pendant 60-120 min selon I'activite
enzymatique. Pendant l'mcubation, des prelevements sont effectues, immediatement
seches sur papier et chromatographies Les taches de levanes, saccharose, D-glucose
et n-fructose sont localisees par autoradiographie et leur radioactivite mesuree a
l'aide d'un compteur a scintillation liquide

Techniques physico-chuniques - Les electrophoreses ont ete realisees selon la
technique de Davis"' sur des gels a 5% d'acrylamide, en tampon 2-amino-2-hydroxy-
methyl-1,3-propanediol (Tris)-glycine pH 8,7 a 4° sons un courant constant de 4 mA
par tube pendant 30 nun environ Les gels ont ete colores par immersion pendant 1 h
dans une solution d'Amido Schwartz (0,1 % dans l'acide acetique 7%), puss decolores
par 1'acide acetique 7%

Le coefficient de sedimentation de la levane-sucrase a ete determine a I'aide
d'une ultracentnfugeuse Spinco modele E equipee d'une optique Schheren, a 2,7°, a
la vitesse de rotation de 59 780 tours par min avec un echantillon d'enzyme (d'activite
specifique 360 U/mg) a 7 mg/ml en tampon I 50mr

La masse moleculaire de la levane-sucrase a ete determinee par filtration sur
Sephadex et equihbre de sedimentation en presence d'agents dissociants' 9

Les filtrations ont ete realisees sur une colonne (1,5 x 60 cm) de Sephadex
G-75 en tampon I M a 37° L'etalonnage de la colonne a ete obtenu par chromato-
graphie de protemes de poids moleculaires connus L'elution de la levane-sucrase a
ete suivie par dosage de l'activite saccharasique dans les fractions

Les experiences d'equihbre de sedimentation en presence d'agents dissociants
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ont ete effectuees avec une ultracentrifugeuse Spinco modele E equipee d'une optique
interferentielle de Rayleigh a 25,2°, a la vitesse de rotation de 37 120 tours par min,
les echantillons d'enzyme (d'activite specifique 360 U/mg) ont ete dialyses pendant
48 h contre le tampon suivant 2O . Tris 20mM, acide ethylenediaminetetraacetique
(EDTA) 10mM, chlorure de sodium 10mM, 2-hydroxy-l-ethanethiol O,lM, chlorure
de guanidine 5,94M (concentration determinee par refractometrie par rapport a une
gamme de reference)

La masse moleculaire de la proteine analysee est donnee par la relation

2RTn2 =	6
p)w2

dans laquelle w (vitesse angulaire) =3 880 rad/sec, p (densite du solvant21)
= 1,143 g/cm3 ; 'b' (volume partiel specifique en guanidine22) = 0,71 cm 3/g La masse
effective reduite (a) est la pente de Ia courbe Lndj = f(r 2) representant le logarithme
nepenen du deplacement de la frange en fonction du carre de la distance a l'axe de
rotation (voir Fig 2)

Techniques immunologiques - Des antiserums ont ete prepares par injection de
levane-sucrase exocellulaire des souches QB 13 ou de BS 5 purifiees (360 U/mg) a des
lapins

Les tests en milieu solide (agarose 1,5%, chlorure de sodium 0,85%, Merthio-
late 0,01 % dans 1'eau distillee) ont ete realises selon Ia technique d'Ouchterlony 23

Les points d'equivalence 24 ont ete determines de la fason suivante a une
quantite constante d'antiserum (0,1 ml) on ajoute des quantites croissantes de levane-
sucrase (0,1 a 0,5 ml d'une solution a ca 10 U/ml dans du tampon I 50mrr) et du tam-
pon I 50m i pour completer le volume a I ml, le melange est incube pendant I h a
37° puis 24 h a 4°, apres centrifugation (17 000 g pendant 30 min a 4°) on dose 1'acti-
vite saccharasique daps le surnageant

RtSULTATS

Nature de denzyme porteuse de 1'activite sacclarasique exocellulaire de QB 13 -
Dans le surnageant d'une culture de batteries QB 13 induites, on peut montrer par
chromatographie et revelation a l'uree la formation de levanes, substances absentes
des cultures sur glycerol, D-glucose ou D-fructose En presence de levanes exogenes
de faible poids moleculaire et de saccharose-U- 14C, dans les conditions precedemment
definies, on trouve un rendement en levanes de 80 a 90 % pour la reaction catalysee
par l'activite enzymatique exocellulaire . L'activite saccharasique excretee dans le
milieu de culture par la souche QB 13 n'est donc pas due a une saccharase vraie seule
(le rendement en levanes de la reaction serait nul me-me en presence de levanes
initiateurs) mais pour tout ou partie a une levane-sucrase

Preparation de la levane-sucrase exocellulaire de QB 13 - La levane-sucrase
de QB 13 a ete preparee a partir du milieu de culture selon la methode mise au point
par Dedonder et a1 7 utilisant l'hydroxylapatite Toutes les etapes sont realisees a
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40 Apres acidification du milieu de culture jusqu'a pH 4,5 par l'acide acetlque, une
partie des proteines est precipltee par addition d'ethanol (concentration finale 450/0) ;
le melange est laisse au repos 30 min Le precipite recueilli par centrifugation (70 000 g,
centrifugeuse Sharpies) est remis en solution dans du tampon I 50mrt puss fractionne
par precipitation au sulfate d'ammonlum a pH 6,0 La fraction obtenue entre 65 et
95 % de saturation, reprise dans le tampon I 0,5m est chromatographiee sur hydroxyl-
apatite (Fig 1), /'elution des proteines est realisee par le tampon I 0,5m suivie d'un

20 -

0
y

20 40 60 80
numero des fractions

Fig I Chromatographie de la levane-sucrase de QB 13 sur hydroxylapatite Conditions experi-
mentales temperature 4°, colonne 3 x 20 cm h}patite C Clarkson, depot proteique 200 mg,
Mutton 400 ml de tampon I 0,5nt, puss gradient lineaire 400 ml de tampon I 0,5 a 2tii, volume des
fractions 10 ml

gradient lineaire du meme tampon de 0,5 a 2cr Le materiel possedant l'activite saccha-
rasique est elue dans les fractions correspondant a une molarlte en phosphate proche
de 1,5M Le Tableau I resume les differentes etapes de la purification dont le rende-
ment global est d'environ 30%

TABLEAU I
ETAPES DE PURIFICATION DE LA LEVANE-SUCRASE DE QB 13 A PARTIR DU MILIEU DE CULTURE

-400

-300

a

E
3
m

U
N E
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Etape Activite specifique Facteur de Rendement
(U/nig) purtfeation (%)

Surnageant de culture 16 1 100
Precipite ethanolique 48 3 84
Precipite au sulfate d'ammonium 99 6,2 36
Eluat hydroxylapatite 405 252 28

Carboh} d Res, 24 (1972) 365-377
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Cristallisation - La levane-sucrase de QB 13 a ete cnstallisee selon la methode
decrite par Delobbe25 une solution de levane-sucrase (10 a 20 mg/ml en tampon I Ni)
est dlalysee contre de I'eau distillee a 4°, les cristaux apparaissent au bout de quel-
ques heures L'activite specifique West pas augmentee au cours de Ia cristallisation
Barbotin26 a montre par diffraction optique de cliches de microscopie electronique
que la levane-sucrase cristallise dans le systeme orthorhombique

Crrteres de purete - Nous avons controle l'homogeneite de la preparation
de levane-sucrase cristallisee, d'activite specifique 360 U/mg, selon trots techniques
(a) La revelation a i'Amido Schwartz du gel d'acrylamide dans lequel a ete realisee
1'electrophorese de la levane-sucrase fait apparaltre une seule bande proteique
(voir Fig 7, gel n° 2) (b) Les cliches Schlieren pris en tours de centrifugation montrent
un pit unique et symetrique, nous avons controle sur des agrandissements des cliches
pris entre 30 et 70 min apres I'etablissement de la vitesse de regime, la nature gaussienne
de la courbe de gradient de concentration en proteine en fonction de la distance a
I'axe de rotation (c) L'analyse du cliche interferentiel Rayleigh obtenu a 1'equilibre
de sedimentation en presence d'agents dissociants, montre qu'il existe une relation
lineaire entre le logarithme neperien du deplacement d'une frange et le cane de la
distance a I'axe de rotation (Fig 2), ceci constitue un argument supplementaire en
faveur de l'homogeneite de la preparation

4l 5 '
C
J

Se

i
3

5Q5

	

51
r2(cm2) 575

Fig 2 Ultracentnfugation de la levane-sucrase de QB 13 Equilibre de sedimentation Exploitation
d un cliche interferentiel Rayleigh Representation du logarithme neperien du deplacement d une
frange (In Qt) en fonction du carre de la distance a I'axe de rotation (r2) Les pointages au micro-
comparateur Nikon ont ete fails sur cinq franges recites La pente de la drone est a masse effective
reduite de la proteine Conditions experimentales temperature 25,2°, solution de levane-sucrase a
200 Eig/ml dans le tampon Tris 20mu, EDTA 10m%i, chlorure de sodium l0mni, 2-hydroxy-l-
ethanethiol 0,1 .i, chlorure de guanidine 5,94at vitesse de rotation 37 120 tours/min

Proprietes physico-chaniques do la Ievane-sucrase exocellulalre de QB 13 -- Les
valeurs de 39 000±2 000 et de 45 000±2 500 out ete trouvees pour la masse molecu-
laire de la levanne-sucrase de QB 13, respectivement par filtration sur gel de Sephadex
G-75 et par dquilibre de sedimentation en presence d'agents dissoclants, Ia concordan-
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ce des resultats obtenus par ces deux techniques indique que la molecule de levane-
sucrase est constitu6e d'une seule chain polypeptichque, resultat confirms par la cruse
en evidence d'un seul ammo-acide N-terminal, la lysine27 _

Le coefficient de sedimentation de Ia levane-sucrase de QB 13 est egal a 2,56 S
A 2,7°, soit sm,zo =4,16 S_

Proprzetes catalytiques de Ia levane-sucrase exocellulaire de QB 13 - La
levane-sucrase catalyse des reactions de transfructosylation

Scission du saccharose Cette scission est mesuree par la liberation de D-glucose
La constante de Michaelis apparente de la levane-sucrase de QB 13 pour le saccha-
rose a ete determine a 37° en tampon I 50mM en presence de saccharose a des mola-
ntes variant de 6 a 25mr; sa valeur est 27mM Dans les conditions defines pour le
dosage d'activite saccharasique (37°, tampon 150mg, saccharose 0,241) I'addition
de levanes initiateurs (p mol 10 000) a la concentration de 100 g/I (10mM) augmente
la vitesse de liberation du D-glucose par un facteur 2 a 3; cet effet activateur West pas
sensiblement dependant de 1'etat de purification de l'enzyme, les levanes natifs de
hauts poids moleculaires presents, en faible concentration, aux premiers stades de la
punfication ne le possedant pas Le KA mesures pour les levanes de p mol 10 000 est
de 1 a 3mM ou 10 a 30 g/1

Synthese des levanes En presence de saccharose seul (37°, tampon I 50mr,
saccharose 0,24m) la levane-sucrase catalyse la formation de levanes, mars le rende-
ment de synthese est faible, de 1'ordre de 30 % Outre 1'effet activateur qu'ils exercent
sur la vitesse de liberation du D-glucose, les levanes de faible poids moleculaire,
entrant en competition avec l'eau comme accepteur du resldu D-fructosyle, « inhi-
bent o la formation de D-fructose fibre, ce qui conduit a une augmentation du rende-
ment en levanes (Fig 3), celui-ci atteint 90 % dans les conditions defines dans Mate-
riel et Methodes
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Fig 3 Vitesses initiales de liberation du D-glucose et du D-fructose lots de la scission du saccharose
catalyses par la levane-sucrase de QB 13 en presence ou en absence de Wanes initiateurs Con-
ditions expenmentales temperature 37°, saccharose-U-'4C (30 pCi/mmole) 0,24M, tampon I
50mM, activite enzymatique 0,8 u/ml, (A) en presence de 14-vanes (p mol 10 000, 100g/I), ac = 81,
nF = 7, Y = 91 %, (B) en absence de levanes, vG = 40, uF = 29, Y = 27 % .
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Hydrolyse des levanes La levane-sucrase de QB 13 hydrolyse les levanes de
faible poids moleculaire en liberant du D-fructose, 1'hydrolyse enzymatique West pas
complete, 50% environ des residus D-fructose des levanes etant liberes (Fig 4),
l'absence d'oligosaccharides, constatee par chromatographie, indique que la levane-
sucrase se comporte comme une exohydrolase L'arret ou le ralentissement considera-
ble de la reaction conduisant a l'obtention de levanes residuels, caracterises par
chromatographie, West pas une consequence de I'inactivation de l'enzyme mais pro-
vient de ce que celle-ci hydrolyse beaucoup plus lentement les liaisons (2-* 1) que les
liaisons (2->6)

1
l
a 10-

0
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O
L L
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Fig 4 Hvdrolyse des le,,anes catal3 see par la lesane-sucrase de QB 13 Conditions expenmentales
temperature 37', ie,6anes (p niol 10000) 10 gil actnite enzymatique 10 U/ml tampon 1 S0nni

La constante de Michaelis apparente de la levane-sucrase pour les levanes
de faible poids moleculaire a ete determinee, dans les conditions de ~itesse initiale,
a 37° en tampon 150m't en presence de levanes (p mol 10 000) a des concentrations
variant de 5 a 50 g/l, sa valeur est de 3m-Ni ou 30 gill

Sj nthese du sacchai ose (i eactron de « t et, ei sion )>) En presence de D-glucose-U-
i-IC 0'l,%, (501tCi/mmole) et de levanes de faible polds moleculaire (p mol 10000,
100g/1) Ia levane-sucrase de QB 13 (10 U/ml en tampon I 50 mwi a 37°) catalyse la
formation d un sucre non reducteur que I'on peut identifier au saccharose de la maniere
suivante (a) it cochromatographie avec Ie saccharose, (b) par hydrolyse it donne
du D-glucose et du D-fructose en quantites egales, (c) reincube en presence de levane-
sucrase, it donne du D-glucose et des levanes, reaction qui ne peut etre obtenue avec
aucun autre disaccharide Le saccharose est le seul produit forme pendant les deut
premieres heures de la reaction Il y a ensuite formation d'une falble quantite d un
disaccharide reducteur comme cela a deja Re montre' daps le cas de la levane-
sucrase de la souche BS 5 La formation de saccharose dans ces conditions demontre
la re-versibilite de la reaction de synthese des levanes

Reaction d'echange En presence de saccharose 0,3~t et de L)-Cr

0,1ri (50 pCi/mmole) is le,,ane-sucrase (2 U/ml, en tampon 150mtit a 37°) catalyse
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l'incorporation du D-glucose radioactif dans le saccharose

*Glc+a-D-Glcp-(1-3-2) fl-D-Fruf±Glc+a-D *"Glcp-(1->2)-f3-D-Fruf

La Fig 5 montre 1'evolution de cette reaction en fonction du temps Le fait
que le D-glucose radio-actif est been incorpore dans le saccharose est prouve par 1'ab-
sence complete d'apparition de pouvoir reducteur dans le disaccharide au cours de la
reaction
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Fig 5 Reaction d echange catalysee par la levane-sucrase de QB 13 Conditions experimentales
temperature 37°, saccharose 0,3M, D-glucose 0,1M (50 pCi/mmole), acts ite enzymatique 2 U/mi,
tampon 150mri

Comparaison des let ane-sucrases exocellulaires des souches QB 13 et BS 5 de
Bacillus subtilis - Les levane-sucrases de QB 13 et BS 5 sont purifiees selon la
meme technique a partir des surnageants de cultures induites Elles ont les marries
proprietes catalytiques pour les reactions etudiees a savoir synthese des levanes,
hydrolyse partielle des levanes de faible poids moleculaire, synthese du saccharose
et reaction d'echange Elles ont les memes constantes cinetiques, des poids molecu-
laires et des constantes de sedimentation tres voisines (Tableau II)

TABLEAU II
CONSTA\TES CINETIQUES, POIDS MMOLECULAIRES ET CONSTANTES DE SEDIMENTATION DES
L VANE-SUCRASES DES SOUCHES QB 13 ET BS 5°

Coefficient de sedimentation (S)

	

2,56 (2,7°)

	

2,7 (5°)

"Les conditions experimentales sont celles definies pour les mesures faites avec Ia levane-sucrase de
QB 13
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Propnetes ph}.sico-cliuniques Let ane-sucrase de la souche

QB 13 BS S

Km` (m%i) 27 20-50
K,7 (mgt) 3 5
Masse moleculaire

Filtration 39 200 42 000
Equil de sedimentation 45 000 49 000
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Fig 6 Reaction de precipitation en milieu geltfie Les levane-sucrases purtfiees des souches QB 13
et BS 5 sont opposees au serum anti-levane-sucrase de BS 5 selon la technique de double diffusion en
milieu gelifie d Ouchterlony Conditions experimentales agarose 1,5 %, chlorure de sodium 0,35 %,
Merthiolate 0 O1 % dans I'eau distillee serum anti-levane-sucrase de BS 5 non dilue, solutions de
levane-sucrases en tampon 1 50mNi, (1) serum anti-levane-sucrase de BS 5, (2) et (3) levane
sucrase de BS 5 (30 et 60 U/mI) (4) et (5) levane-sucrase de QB 13 (30 et 60 U/ml)

t

r µ~

ku

Fig 7 Coelectrophorese sur gel d acrylamtde des levane-sucrases de QB 13 et de BS 5 Conditions
expertmentales gel a 5 % d'acry lamtde, depots proteiques 30 jig d enzyme pur (360 U/mg de
proteine), courant 4 mA par tube pendant 30 min a 4`, re'elation a 1 Amido Schs artz 0,1 % dans
1 acide acetique 7°u, (1) 80 jig de levane-sucrase de BS 5, (2) 80ug de levane-sucrase de QB 13,
(3) melange de 40 utg de chaque enzyme
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Les deux enzymes ont le meme comportement immunologique Opposees au
serum anti-levane-sucrase de QB 13, elles ont des points d'equivalence tres proches,
28 et 31 u/ml de serum respectivement pour QB 13 et BS 5 Elles donnent en milieu
gelifie une ligne continue de precipitation en presence de serum anti-levane-sucrase
de BS 5 (Fig 6)

Les deux levane-sucrases donnent une bande proteique unique par coelectro-
phorese en gel d'acrylamide (Fig 7) Elles sont toutes deux constituees d'une settle
chaine polypeptidique dont I'extremite N-terminale est la lysineZ7 Les analyses
comparatives (autoanalyseur TSM Technicon) des produits d'hydrolyse acide des
deux enzymes (acide chlorhydrique 6m, 24 h, a 108 °, sous vide) donnent des resultats
qualitativement et quantitativement identiques

Les levane-sucrases exocellulaires des souches QB 13 et BS 5 de Bacillus
subtilis ont done des proprietes catalytiques et immunologiques identiques, un reexa-
men de leurs poids moleculaires dira si la difference observee est significative L'etude
de la structure primaire des deux enzymes est en cours 27 , les cartes peptidiques obte-
nues par electrophorese diagonale des peptides resultant de faction du bromure de
cyanogene appuient egalement I'hypothese de deux molecules tres semblables

DISCUSSION

11 est possible d'obtenir, a partir du milieu de culture de bacteries QB 13 in-
duites, une preparation de levane-sucrase se comportant comme une espece mole-
culaire homo_gene

La levane-sucrase est responsable de la totalite de l'activite saccharasique
exocellulaire de QB 13 _ 1'egalite des valeurs trouvees pour les rendements en levanes
des reactions catalysees par la preparation purifiee de levane-sucrase ou par I'activite
enzymatique brute du milieu de culture exclut en effet une contamination de cette
derniere par la saccharase depassant 5 a 10 %

C'est done bien la quantite d activite saccharasique due a la levane-sucrase
qua est augmentee lors du passage du phenotype Lvs' au phenotype Lvs h , la saccha-
rase etant presente en quantites equivalentes dans les souches 168 (Lvs') et QB 13
(Lvsh) La levane-sucrase intracellulaire se comporte comme I'enzyme exocellulaire
en chromatographie sur hydroxylapatite Elle n'a toutefois pas ete completement
puriflee et l'on ne peut affirmer sa complete identite avec 1'enzyme exocellulaire
11 est cependant tres vraisemblable que la modification Lvs +-> Lvs`' consiste en une
augmentation du taux differentiel de synthese de la levane-sucrase par un facteur
100 environ La comparaison des 16vane-sucrases externe et interne de QB 13
permettra de confirmer cette hypothese et sera egalement utile pour la comprehension
du mecanisme d'excretion de 1'enzyme, phenomene dont on ne sait pratiquement
rien a 1'heure actuelle

Enfin si les donnees genetiques indiquent que la saccharase et la levane-sucrase
sont produites par deux genes de structure differents, 1'existence de mutants constitu-
tifs pour les deux enzymes implique 1'existence d'une regulation au moans partielle-

Carbohyd Res, 24 (1972) 365-377
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meet commune de la synthese de ces deux proteines de poids moleculalres voisins
L'etude parallele des deux enzymes sera doublement lnteressante, ells permettra
d'une part de savoir si les deux genes de structure ont une origme commune, et
d'autre part de comparer les structures de deux protetnes cataiysant des reactions de
transfructosylation mats dont une seule possede l'aptttude a polymeriser le radical
transfers
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