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Caractérisation du systéme enzymatique protéolytique
d'Aeromonas hydrophila LP 50

par
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INTRODUCTION

Dans une précédente publication nous avons étudié la nature et
I'évolution du systeme enzymatique protéolytique d'Aeromonas hydro-
phila LP 50, en fonction du développement de la culture dans le temps.

A. hydrophila LP 50, cultivé sur milieu a la polypeptone glucosé,
produit un systeme enzymatique protéolytique exocellulaire complexe,
doué d'activités endopeptidasique et aminopeptidasique, mais dépourvu
d'activité carboxypeptidasique.

Ce mémoire définit les caractéristiques enzymatiques de ce sys-
teme protéolytique.

MATERIEL ET METHODES

1. Matériel d'étude. Cultures. Extraits enzymatiques

La souche retenue, Aeromonas hydrophila LP 50, isolée de laits
pasteurisés conditionnés [16], est cultivée dans les conditions décrites
précédemment; culture en fioles Erlenmeyer de 2 1, contenant 1 1de
milieu a la polypeptone glucosé et maintenues a 30° C dans un bain-
marie thermostaté, sans agitation.

L'obtention des extraits enzymatiques bruts, utilisés pour déter-
miner les activités protéolytiques, se fait dans les mémes conditions
gue précédemment ; précipitation des protéines des filtrats acellu-
laires par addition de sulfate d'ammonium, dialyse contre du tampon
véronal 0,05 M pH 8 a 50 C.
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2. Caractérisation du systeme protéolytique

Nous étudions les activités protéolytiques en fonction des para-
meétres suivants : la température, le pH et l'action de substances
capables d'agir spécifiquement sur des résidus d'acides aminés faisant
partie intégrante du site actif.

Les conditions de dosage des différentes activités sont celles men-
tionnées antérieurement : dosage de l'activité endopeptidasique sur
caséine Hammarsten (composés solubles dans les filtrats trichloracé-
tiques a 10p. 100 estimés avec le réactif de Folin, selon la méthode de
Lowry [10]), sur hémoglobine dénaturée, selon une méthode dérivée
de celle d'Anson [1.] (teneur en peptides de la fraction soluble dans les
filtrats trichloracétiques a 5p. 100 mesurée a 280 nrn), dosage de
l'activité aminopeptidasique  sur L-leucine-paranitroanilide  (variation
de densité optique mesurée a 410 nm [11]).

La méthode de dosage de l'activité endopeptidasique sur hémo-
globine ne nous donnant pas entiére satisfaction, nous réalisons les
dosages d'activité endopeptidasique sur un troisieme substrat, I'azo-
caséine (Serva) par une modification de la méthode de Charney et
Tomarelly [2]. Un ml d'une solution d'azocaséine a 1p. 100en tampon
tris-HCI 0,2M pH 8 est ajouté a 1ml d'extrait enzymatique brut conve-
nablement dilué dans le tampon véronal 0,05 M pH 8. Aprés un temps
d'action de 20 min a différentes températures, entre 20 et 65°C, la
réaction est arrétée par addition de 2,5 ml d'acide trichloracétique a
5p. 100. Apres filtration du mélange sur papier Whatman nv 3, 1,5 ml
de filtrat est ajouté a 1,5 ml de NaOH 0,5 N. La teneur en produits
solubles du filtrat trichloracétique est mesurée par la variation
d'absorbance & 440 nm.

L'unité d'activité endopeptidasique est arbitrairement  définie
comme la variation de 0,01 unité de densité optique dans les condi-
tions décrites ci-dessus.

2.1. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

Suivant les activités protéolytiques préalablement déterminées
en fonction de la croissance, nous choisissons quatre extraits enzyma-
tiques : I'extrait obtenu a partir d'une culture de 24 h (début de la
phase stationnaire de la courbe de croissance), traitée par sulfate
d'ammonium & 60p. 100 de saturation (24¢) I'extrait obtenu a partir
d'une culture de 36 h (correspondant au milieu de la phase stationnaire
et a l'optimum des activités protéolytiques maxima enregistrées), trai-
tée par sulfate d'ammonium a 50p. 100 de saturation (36sp, l'extrait
obtenu & partir d'une culture de 36 h pour une zone de précipitation
50-60p. 100de saturation en sulfate d'ammonium (3660, l'extrait obtenu
a partir d'une culture de 54 h (correspondant a la chute brusque du
début de la phase de déclin), traitée par sulfate dammonium a
60 p. 100 de saturation (54
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Les essais de stabilité thermique sont réalisés en maintenant les
extraits enzymatiques a différentes températures pendant des temps
compris entre 5 et 50 min, puis nous mesurons l'activité résiduelle
dans les conditions wusuelles de dosage, a la température  optima
d'activité.

2.2. INFLUENCE DU r-H

L'influence du pH sur les activités protéolytiques est testée pour
des valeurs de pH comprises entre 5,55 et 12, en utilisant les tampons
suivants : tampon citrate-phosphate 0,05 M (pH 55-6-6,5-7 -7,5),
tampon tris-HCI 0,05 M (pH 7-7,5-8-8,2-8,4-8,6-8,8-9), tampon
glycine-NaOH 0,05 M (pH 8,5-9-9,5-1a - 10,5- 11-12).

Les essais de stabilit¢é en fonction du pH sont réalisés en portant
les extraits enzymatiques a différentes valeurs de pH dans l'intervalle
6-10,5. Les préparations sont conservées 30 min a température
ambiante et 20 min a 45¢ C, puis amenées au pH optimum de réaction
par addition de soude ou d'acide chlorhydrique 0,2 N. L'activité enzy-
matique résiduelle est déterminée, dans les conditions usuelles de
dosage, a la température et au pH optimums de réaction.

2.3. Action des inhibiteurs des enzymes protéolytiques

L'influence de trois inhibiteurs d'activité protéolytique, I'E.D.T.A.
(Serva) (acide éthylene-diamine-tétra-acétique), le P.M.S.F. (Serva)
(fluorure de phényl-méthyl-sulfonyl) et la Lcystéine-HCI (Serva) est
déterminée de la fagon suivante: 0,5 ml d'extrait enzymatique conve-
nablement dilué avec le tampon tris-HClI 0,05 M pH = 7,5 est ajouté
a 0,5 ml de chaque inhibiteur, aux concentrations de 0,1 mM, 1 mM
et lda mM, préparées en milieu tampon tris-HCI 0,05 M pH 7,5 pour
I'E.D.T.A. et la L-cystéine-HCI et dans I'éthanol a 95p. 100 pour le
P.M.S.F. Le temps d'action est de 20 min a 45- C. Les activités protéo-
lytiques résiduelles sont évaluées selon les méthodes usuelles de dosage
sur l'azocaséine d'une part et sur la L-leucine-para-nitroaniEde  d'autre
part.

RESULTATS

1. Température

1.1. ACTIVITE ENDOPEPTIDASIQUE

1.1.1. Sur caséine Hammarsten

Nous mettons en évidence (fig. 1) non seulement ['activité plus
importante  des extraits 365 et 546, que nous choisissons dans la pour-
suite de notre étude, mais également pour chacun des extraits enzyma-.
tiques une température optima d'action de 500 C.
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Nous confirmons ce dernier résultat en déterminant l'activité sur
caséine, en fonction du temps, a des températures comprises entre
20° C et 65° C (fig. 2).

La vitesse d'hydrolyse passe bien .par un maximum a 50°C, pour
les deux extraits 365 et 54

L'activité mesurée, pour I'extrait 36x a 55°C, représente encore
98 p. 100de J'activité maxima. A 65°C, l'activité obtenue correspond a
84 p. 100 de l'activité a 50° C. A 35° C, elle représente 59p. 100 de l'acti-
vité maxima.

Nous constatons, dans les résultats de stabilité thermique (fig. 3),
que Jextrait enzymatique 365 présente 100p. 100 d'activité aprés avoir
été soumis a des températures inférieures ou égales a 45° C, pendant
15 min, et qu'ensuite, en fonction du temps et de la température a
laguelle cet extrait est soumis, nous observons wune perte graduelle
d'activité endopeptidasique : 5p. 100 d'activité sont détruits a 50° C,
13p. 100a 55° C et 32p. 100a 65°C. La perte dactivité est de 60p. 100
aprés action a 70° C pendant 20 min et de 92p. 100 pour 80°C, l'inac-
tivation est totale a 100°cC.

1.1.2. Sur hémoglobine  dénaturée et sur azocaséine

La température optima d'action, sur hémoglobine dénaturée et
azocaséine, se situe a 40°C pour les deux extraits 3650et 54

Sur azocaséine (fig. 4), l'activité, mesurée a 35° C et 55°C, repré-
sente encore 92p. 100 de l'activité maxima pour I'extrait 36 A 65° C,
I'activité obtenue correspond a 59p. 100 de l'activité a 40°C.

Nous remarquons, pour la courbe d'inactivation thermique de
I'extrait enzymatique 3650sur azocaséine (fig. 5), que la perte d'activité
est déja de 9p. 100 aprés action a 30°C pendant 15 min, 12p. 100 a
50°C, 43p. 100a 65° C, l'inactivation est totale a 80°C.

1.2. ACTIVITE AMINOPEPTIDASIQUE

1.2.1. Sur Isleucine-para-nitroanilide

Nous constatons (fig. 6) que l'extrait enzymatique 36s présente
la quasi-totalit¢ de l'activité aminopeptidasique du systéeme enzyma-
tigue d'A. hydrophila LP 50. C'est pourquoi nous utiliserons cet
extrait pour étudier l'influence de la température sur U'hydrolyse de la

Ldeucine-para-nitroanidiide, dans l'intervalle 16-65°C, en fonction du
temps.

Les résultats obtenus (fig. 7) montrent que la vitesse d'hydrolyse
passe par un maximum a 55°C. L'activitt mesurée a 60°C et 65°C
représente encore respectivement 85 et 60p. 100 de l'activité maxima.
A 35°C, elle correspond a 43p. 100 de l'activité a 55° C.

Les essais de stabilité thermique (fig. 8) montrent que lI'extrait
enzymatique 3650est stable aux températures inférieures ou égales a
40° C pour un temps d'action de 15 min, a 55°C Jactivité résiduelle
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fig. 1

Activité caséolytique des extraits enzymatiques bruts - 24, .. 3650,
63660, 0 54600 en fonction de la température, pour une durée de
réaction enzymatique de 10 min.
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fig. 2

Influence de la température sur I'hydrolyse de la caséine par
I'extrait enzymatique brut 36, pour différentes durées de réaction
enzymatique : 65 min, ...10min, o 15min, _20 min, 025 min.
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fig. 3

Inactivation thermique de I'extrait enzymatique brut 36, en fonc-
tion de la durée de chauffage (min), a différentes températures.
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Influence de la température sur I'hydrolyse de lI'azocaséine par les
extraits enzymatiques bruts 36, (li) et 54, (A), pour une durée de

réaction enzymatique de 20 min.
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Inactivation thermique de I'extrait enzymatique brut 3650 en fonc-
tion de la durée de chauffage (min), & différentes températures.
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fig. 6

Activité aminopeptidasique des extraits enzymatiques bruts o 24,
/"'3650, A 36¢y, + 54go en fonction de la température, pour une durée
de réaction enzymatique de 15min.
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fig. 7
Influence de la température sur I'hydrolyse de la Ldeucine-para-
nitroanilide par l'extrait enzymatique brut 3650 pour différentes
durées de réaction enzymatique : f;,5min, .. 10min, o 15min,
e 20min, a 25min.

—_—
5 25 35 50
fig. 8
Inactivation thermique de I'extrait enzymatique brut 3650 en fonc-
températures.

tion de la durée de chauffage (min) a différentes
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est de 83p. 100et de 76p. 100a 65° C. A 80° C, la destruction thermique
de l'activité aminopeptidasique est rapide.

L'activité aminopeptidasique  semble moins thermolabile que
l'activité endopeptidasique. Ce résultat concorde avec ceux obtenus
par Griffin et Prescott [6], Foster et Hanna [4] dans leur étude
sur le systtme enzymatique protéolytique d'A. proteolytica.

2. pH
2.1. ACTIVITE ENDOPEPTIDASIQUE

2.1.1. Sur caséine Hammarsten

Le pH optimum d'hydrolyse de la caséine, a la température de
50° C, pour une durée de réaction de 15min, est voisin de 8-8,2 (fig. 9)
pour les deux extraits enzymatiques 3650 et 54co-

A pH 9, l'activité représente encore 93p. 100de l'activité maxima.
Aux pH 7,5 et 7, l'activité obtenue correspond respectivement a 84 et
51p. 100 de l'activité maxima pour Jextrait 36z Aux pH 5,5 (caséine
en partie précipitée) et 12, elle ne représente plus que 18et 14 p. 100
de l'activité maxima.

La stabilité a différents pH est maxima dans la zone de pH 7-8,5

pour les deux extraits (fig. 10). Dans cet intervalle, [l'activité rési-
duelle est au moins égale & 90p. 100 de l'activité initiale.

Ad. ceséotyt

fig. 9

Influence du pH sur I'hnydrolyse de la ca-

séine par l'extrait enzymatique brut 36sp,

Tampons utilisés : [0,05MI /' citrate-phos-
Lo “pH phate, _ tris-Hel, o glycine-NaOH.
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fig. la

Influence du pH sur la stabilit¢ des ex-

traits enzymatiques bruts 365 (-) et

5460 (- -- ).

Tampons utilisés : [0,05M] /' citrate-phos-
10 pH phate, - tris-HCI, o glycine-NaOH.
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2.1.2. Sur azocaséine

L'hydrolyse de l'azocaséine est effectuée a la température de
40° C, pour une durée de réaction de 20 min. Nous définissons une
zone d'activité maxima située au voisinage de pH 7,5 -8 pour les deux
extraits (fig. 11).

Aux pH 7 et 8,2, l'activité mesurée représente encore 97 p. 100 de
l'activitt maxima pour I'extrait enzymatique 3650.

A pH 9, elle correspond encore a 73 p. 100 de l'activité maxima.
Aux pH 55 et 12, l'activité obtenue ne représente plus que 47 et
19 p. 100 de l'activité maxima.

Les deux extraits enzymatiques 3650et 54¢ présentent une zone de
stabilitt maxima s'étendant de pH 7 a pH 8,5 (fig. 12). Dans cet inter-
valle, Jactivité résiduelle atteint 85 a 90 p. 100 de I'activité initiale.

2.2. ACTIVITE AMINOPEPTIDASIQUE

2.2.1. Sur L-leucine-para-nitroanilide

Le pH optimum dhydrolyse de la L-LNA, a la température de
55° C, pour une durée de réaction de 15 min, est de 7,5 pour I'extrait
enzymatique 3650 {fig. 13).

A pH 9, l'activité obtenue représente encore 85 p. 100 de l'activité
maxima. Aux pH 7 et 12, elle est respectivement égale a 66 et 13 p. 100
de l'activitt maxima. A pH 6 et au-dessous, l'activité aminopeptida-
sique est nulle.

Dans la zone des pH basiques, 8,5 -12, lI'activité aminopeptidasique
est fortement affectée par le tampon utilisé, le tampon borate-NaOH
0,05 M étant plus favorable que les tampons carbonate-bicarbonate
0,05 M et glycine-Naé H 0,05 M.

L'extrait enzymatique 3650est stable pour les pH voisins de 7,3-
7,5 (fig. 14).

3. Action des inhibiteurs des enzymes protéolytiques

Nous notons (fig. 15), pour les deux extraits enzymatiques 36s
et 540 que I'E.D.T.A. et de P.M.S.F. présentent un pouvoir inhibiteur,
dés la concentration de 0,1 mM, sur l'activité endopeptidasique éva-
luée sur azocaséine,

La L-cystéine-HCI est sans effet aux concentrations de 0,1 et
1 mM ; en revanche, a 10 mM, l'inactivation est presque totale.

Nous constatons (fig. 16), pour l'activité aminopeptidasique de
I'extrait 3650, évaluée sur L-LNA,une perte d'activité de 76 p. 100 apres
action du P.M.S.F. a la concentration de 0,1 mM et une inactivation
de l'ordre de 59 p. 100 par rE.D.T.A. et de 50 p. 100 par la L-cystéine-
HCI pour une concentration de 10 mM.
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fig. 11

Influence du pH sur I'hydrolyse de l'azo-
oaséine par I'extrait enzymatique brut 36sp,
Tampons utilisés: [0,05 M] 6 citrate-phos-
phate, < tris-H'CIl, o glycine-NaOH.

11 pH
Act. endop. résid.
~ 100
10
;l;l
fig. 12
Influence du pH sur la stabilité des ex-
traits enzymatiques bruts 365y (-) et
S4eo ¢ --9)
Tampons utilisés : [0,05 M] 6 citrate-phos-
s 10 pH phate, < tris-H'Cl, o glycine-NaOH.

Act. aminop.

100

fig. 13

m

Influence du pH sur I'hydrolyse de la L-
leucine-para-nitroanilide par I'extrait enzy-

matique brut 36,
Tampons utilisés: [0,05 M] 6 citrate-phos-

phate, < tris-HCI, o borate-NaOH, "* carbo-
PH = nate-bicarbonate, o glycine-NaOH.

Act. aminop.  résid.

100

fig. 14

Influence du pH sur la stabilité de I'ex-

° trait enzymatique brut 365,
Tampons utilisés : [0,05 M] 6 citrate-phos-
phate,  tris-HCI, o borate-NaOH.
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Act. endop. résid.
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fig. 15
Inactivation de I'extrait enzymatique brut 36 par I'E.D.T.A . A

le P.M.S.F.0, la L-cystéine-HClo (substrat: azocaséine).

Act. aminop. résid

100

10mM
fig. 16

Inactivation de I'extrait enzymatique brut 36 par I'E.D.T.A . A
le P.M.S.F.o,

la L-cystéine-HClo (substrat : Ldeucine-para-nitro-
anilide).

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les informations sur da production

enzymatique protéolytique

et les propriétés
breuses

de .I'espéce A. hydrophila
(Gross et Coles, 1969).

La majorité

du systeme
sont peu nom-

des travaux concernent les espéces A. proteolytica
(Prescott et al., 1960-1974,Foster et Hanna, 1974), A liqucjaciens et A.
salmonicida (Dahle et al., 1969-1971, Shieh et Mac Lean, 1975).
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Les résultats observés, intéressant la caractérisation du systéme
enzymatique protéolytique d'A. hydrophila LP 50 nous suggérent les
remargues suivantes:

Les températures et pH optimums dhydrolyse des protéines
varient en fonction de la nature du substrat. Sur caséine, l'activité
protéolytiqgue  (endopeptidasique) présente un maximum a 50° C pour
un pH de 8-8,2 (-9). En revanche, lorsque [I'hémoglobine dénaturée
et l'azocaséine sont utilisées comme substrats, la température optima
est de 40° C pour un pH optimum voisin de 7,5-8 (7 - 8,2). Ce décalage
dans les optimums de température et de pH suivant les substrats a
déja été observé par différents auteurs, parmi lesquels Gripon et
Bergére [7] étudiant le systeme protéolytigue de Penicillium roque-
[orti, Saheb [14] qui purifie et caractérise une protéase extracel-
lulaire a partir de Staphylococcus aureus : Il'activité protéolytique,
dans les deux cas, est déterminée sur caséine et hémoglobine déna-
turée.

Trés peu de données se rapportent a la température optima d'acti-
vité enzymatique. Shieh et Mac Lean [15] mettent en évidence, pour
la protéase extracellulaire purifiée a partir d'A. salmonicida, une acti-
vité protéolytique sur caséine maxima a 60° C.

Les pH optimums mentionnés ici sont comparables a ceux rap-
portés dans les études de Gross et Coles (pH 8-9) [9], Dahle (pH 7,9
et 9) [3], Shieh et Mac Lean (pH 8-11) [15] concernant Il'action de
protéases purifiées sur de la caséine.

Nous n'avons pas observé de différences significatives dans les
caracteres de l'activité endopeptidasique entre les extraits enzymati-
ques bruts 36s0 et 546, 1lsemble donc qu'aux temps de 36 h et de 54 h,
pour les taux de précipitation de 50 et 60 p. 100 de saturation en sulfate
d'ammonium, le systeme protéolytique soit le méme.

A. hydrophila LP 50 possede, en outre, sur L-leucine-para-nitro-
anilide, une activité aminopeptidasique optima pour une température
de 55° Cet un pH de 7,5 (- 8). Cette activité, par son pH, se rapproche
de I'aminopeptidase de Bacillus stearothermophilus [13] et de l'arnino-
peptidase de Penicillium roqueforti  [8], possédant respectivement
vis-a-vis du substrat L.N.A.un pH optimum de 7,5 et 8.

L'action des inhibiteurs de l'activité enzymatique révele que le
systéme enzymatique protéolytigue non purifié d'A. hydrophila LP 50
présente les caracteres des métalloenzymes, par suite de l'inactivation
obtenue avec I'E.D.T.A., la présence de métal n'a cependant pas été
recherchée. Ce systtme enzymatique est également inhibé par le
P.M.5.F. et la Lcystéine-HOIl, laissant supposer que des résidus séryl
et résidus d'acide aminé soufré présenteraient un rdle dans ses acti-
Vités.

Ces résultats concordent avec les travaux de Gross et Coles [9]
qui constatent la perte complete d'activité d'une protéinase produite
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par A. hydrophila, aprés traitement par I'E.D.T.A. Cl mM). Prescott
[12], Griffin [5,6], Wilkes et al. [17] isolent, a partir d'A. proteolytica,
des rnétalloenzymes, telles que endopeptidase et aminopeptidase, conte-
nant du zinc, inhibées par la cystéine et non affectées par le D.F.P.
Selon Dahle [3], rE.D.T.A. réduit de moitié l'activité de la protéinase A
d'A. liquefaciens.  Shieh et Mac Lean [15] purifient, dans le cas d'A. sal-
monicida, une protéase extra cellulaire inhibée par le P.M.S.F.

La mise en évidence d'un tel systtme enzymatique, a partir d'une
souche d'Aeromonas  provenant de laits pasteurisés, pose le probléme
plus général des Aeromonas en bactériologie alimentaire. L'important
pouvoir protéolytique observé nous suggere que les enzymes protéo-
lytiques des Aeromonas peuvent intervenir au niveau de l'altération
des laits, produits laitiers et produits carnés, dont le pH est voisin
de la neutralité ou de l'alcalinité.

Peut-étre pourrions-nous  aller jusqu'a dire que ces bactéries,
fréqguemment rencontrées dans les eaux, risquent de jouer un certain
rble dans la dégradation des protéines des produits relevant de la
pisciculture !

Des essais de fractionnement et de purification du systéme enzy-
matique d'Aeromonas  hydrophila LP 50 apparaissent nécessaires pour
identifier les protéases responsables des activités endopeptidasique et
aminopeptidasique, mises en évidence dans notre travail.

Résumé

Les caractéres du systéme enzymatique protéolytique d'Aeromonas
hydrophila LP 50 ont été déterminés sur différents extraits enzyma-
tiques bruts obtenus a partir des filtrats acellulaires et choisis suivant
leurs activités protéolytiques préalablement étudiées en fonction de la
croissance de la souche.

Sur caséine, l'activité endopeptidasique présente un maximum a
50° C pour un pH de 8-8,2.

Lorsque I'hémoglobine dénaturée et I'azocaséine sont utilisées
comme substrats, la température optima est de 40°C pour un pH
optimum voisin de 7,5-8.

L'activité aminopeptidasique,  sur Ldeucine-para-nitroandide, est
optima pour une température de 55°C et un pH de 7,5.

L'activité aminopeptidasiqgue  semble moins thermolabile que I'ac-
tivité endopeptidasique.

Ce systeme enzymatique protéolytique exocellulaire, actif a pH
neutre ou légérement alcalin, est inhibé par I'E.D.T.A., le PM.S.F. et
la L-cystéine-HC1.
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Summary

CHARACTERISTICS OF THE PROTEOLYTIC ENZYMATIC SYSTEM
OF AEROMONAS HYDROPHILA LP 50

The characteristics of the proteolytic enzymatic system of Aero-
monas hydrophila  LP 50 have been determined on different crude
enzymatic extracts obtained from acellular filtrat es and selected
following their proteolytic activities previously studied according to
the growth of the strain.

The endopeptidase activity, on casein, presents a maximum at
50°C for a pH of 8-8,2. When the denatured hemoglobin and azo-
casein are used as substrates, the optimum temperature is 40° C for an
optimum pH about 7,5-8.

The aminopeptidase activity, on Ldeucln-para-nitroanilid, is opti-
mum for a temperature of 55°C and a pH of 7,5.

The aminopeptidase activity seems less thermolabile than the
endopeptidase activity.

This exocellular proteolytic enzymatic system, active at neutral pH
or slightly alkaline, is inhibited by the E.D.T.A., the P.M.S.F. and the
L-cystein-HCI.

Regu pour publication en février 1980.
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