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Saussurea, 2, 1971

Séparation de Iextrait pigmentaire de
Pseudomonas fluorescens sur gel Sephadex G 25

par J. Favre et H. Greppin

Psendomonas fluorescens est une bactérie mobile, gram—, synthétisant un
complexe pigmentaire jaune a fluorescence verte et bleue, diffusible dans le
milieu de culture. Cette substance hydrosoluble est appelée pyoverdine par
TURFREIJER 1. Sa purification a été abordée par de nombreux auteurs: GIRAL 2,
Turrrrr 3, TurrrerJER 1, CHODAT 4, NavEs 5, ELLiorT 6, Goupa 7.

GIrAL a isolé deux composants par chromatographie sur franconite et
charbon actif. Goupa 7 obtient, par électrophorése, au maximum 5 compo-
sants; d’autre part, il met en évidence I’existence d’une filiation entre ces
différentes formes. FAvre 8 ayant constaté que 1’électrophorese dégradait le
pigment, nous nous sommes orientés vers la filtration moléculaire sur gel
Sephadex, technique utilisée par NrvziL dans ’étude de la chromogenese
chez Ps. aeruginosa 9.

Matériel et méthodes

Germe utilisé: Psendomonas fluorescens Mig., souche B49. Milieu
de culture: WiBaur et TURFREIJER (lactate d’ammonium 2°/40) 4. Les
bactéries sont cultivées a ’obscurité, pendant 48 heures, 2 une température
de 240 C, dans des flacons contenant 4 1 de milieu aéré. Le complexe pigmen-
taire est extrait par la méthode II de Goupa 7. L’extrait brut concentré est
placé au sommet d’une colonne a chromatographie (2,5x100 cm) et élué,
avec une solution d’ammoniaque 1%, a travers un gel Sephadex G 25. L’évo-
lution du fractionnement est suivie sur un enregistreur relié 2 un Uvicord 11
(254 nm). Les différentes fractions sont concentrées et examinées; des mesures
sont faites avec un spectrophotometre Unicam SP 800 et un fluorimétre Amin-
co-Bowman et Photovolt.

Résultats

Lextrait pigmentaire se résoud en cinq fractions (fig. 1), la plus lourde
passant la premiére. La fraction Sy correspond a la pyoverdine intacte 10, 11
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Fig. 1: Séparation de I’extrait brut de pyoverdine.

12; elle présente, en milieu alcalin, un maximum d’absorption a 430 nm et un
maximum de fluorescence a 500 nm.

Toutes les fractions sont hétérogenes. Apres deux chromatographies succes-
sives de chacune d’entre elles, on les obtient a 1’état pur. La fraction Sy puri-
fiée (fig. 2) n’a malheureusement pas pu étre cristallisée.

S1 est plus lourd que la pyoverdine et sa concentration augmente avec
I'age de la culture. Le maximum d’absorption et de fluorescence est situé,
respectivement, a 398 nm et 480 nm. La fraction Sg absorbe fortement a la
longueur d’onde de 410 nm. et a un spectre de fluorescence ayant un maximum
vers 490 nm. Les fractions les plus légeres (Ss et Ss5) ont une fluorescence
bleue et semblent, du moins pour Sy correspondre au précurseur du pigment.
Toutefois, il n’a pas été possible de séparer le précurseur du lactate d’ammo-
nium qui migre au méme endroit. L.a méthode est donc insatisfaisante a ce
point de vue.

Conclusions

La chromatographie sur gel Sephadex permet une séparation satisfaisante
du complexe pigmentaire de Ps. fluorescens, elle est plus efficace que les autres
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Fig. 2: Purification de la pyoverdine intacte.

méthodes utilisées (chromatographie sur franconite, sur papier, sur résine
a échange d’ions, électrophorese). Contrairement a I’électrophoréese, elle
semble pas ne modifier les différents composants. Les différentes fractions ne
correspondent pas exactement a celles obtenues par Goupa 7.

Laboratoire de physiologie végétale
UNIVERSITE DE GENEVE
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