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NOUVELLES t~TUDES SUR L ' H Y D R O X Y L Y S I N E  

par 

P. DESNUELLE ET S. ANTONIN 

Laboratoire de Chimie Biologique de la Facultd des Sciences, Marseille (France) 

C'est en 1921 que VAN SLYKE et HILLER 1 signalent, dans la gdlatine, la pr6sence 
d 'un amino-acide nouveau. Quelques ann6es plus tard, SCmRYVER ~ ddcrit un acide 
amin6 ~ propri6t6s fortement basiques, formant un carbamate de baryum insoluble dans 
l 'eau ; son phosphotungstate est, en outre, insoluble dans les acides dilu6s et son com- 
plexe argentique, soluble en milieu barytique ; on le rencontre donc, au cours du proces- 
sus de s@aration classique, dans la fraction ,,lysinique" des hydrolysats. L ' e x a m e ,  de 
sa formule brute et le fair qu'il donne, sous l'ac~ion du chlorure de benzoyle en milieu 
alcalin, un d6riv6 tribenzoyl6, conduisent cet auteur ~ supposer que le nouvel amino- 
acide, qu'il appelle hydroxylysine, poss6cle six atomes de carbone, deux fonctions 
- - N H  2 et une fonction - - O H .  Ces rues  ont d'ailleurs 6t6 confirm6es par la suite, quoi- 
qu'elles semblent, a priori, reposer sur une erreur expdrimentale : il est en effet difficile 
d 'admet t re  que, dans les conditions indiqu6es au cours de ce travail, la benzoylation 
puisse porter, de fa~on sensible, sur une fonction hydroxyle. 

Par tant  de diverses protdines, SCHRYVER isole, d 'autre  part,  d ' importantes  
quantit6s d 'hydroxylysine en la prdcipitant successivement sous forme de phosphotung- 
state et de carbamate de baryum ; il dit en obtenir, par cette m6thode qui, d6s l 'abord, 
parait  assez grossi~re, 1,8 ~ 3,3% a part ir  de diffdrentes g61atines de poissons, 3,3% 
part ir  d'6destine et 1,5% ~ part ir  de la fraction prot6ique totale du grain d'avoine. 
Par  contre, un dchantillon de @latine provenant  d 'an imaux terrestres en fournit moins 
de 0,3% et l 'ovalbumine ainsi que la cas6ine s 'en rdv~lent totalement  d@omvues .  

VAN SLYKE et coll. ~, 4, s, reprenant r6cemment la question, pr6parent ~ part ir  
de la fraction ,,lysinique" d 'un hydrolysat  de g61atine, un picrate plus soluble dans 
l 'eau que le picrate de lysine et fondant (avec ddcomposition) & 225 °. La formule brute 
de la base correspondante, isolde sous forme de chlorhydrate, ne diff6re de celle de la 
lysine que par  la pr6sence d 'un oxyg6ne suppl6mentaire. Cette base contient, d 'une 
part,  trois groupements ionisables (pK' -= 2,I3, 8,62 et 9,50) ; les deux premiers sont 
ainsi analogues aux groupements carboxyl et e amin6 de la lysine (pK' = 2,20 et 8,90 ) 
tandis que le troisi6me est net tement  moins alcalin que le groupement - - N H  2 en ¢ de 
cet amino-acide ( p K ' =  lO,28). Elle donne naissance, d 'autre  part,  au cours de son 
oxydation par l'acide periodique, & une mol6cule de formol et une mol6cule d 'ammonia-  
que. Cette derni6re r6action est caract6ristique 6 des structures : 

CH 2 (OH)- -CH (NH2)--  ou CH2(NH~)-- C H ( O H ) - -  

I1 est donc tout-a-fait  probable que le nouvel amino-acide porte un groupement 
hydroxyl en ~ de sa deuxi~me fonction amine et, comme rien n'indique que sa chalne 
Bibl~ographie p. 59. 
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soit ramifi6e, il semble qu'il faille l'identifier soit ~ l'acide ~, ¢-diamino-8-hydroxy- 
caproique 

CH2(NH~)--CH(OH)--CH~--CH~--CH(NH2)--COOH (I) 

soit ~ l'acide a, ~-diamino-¢-hydroxycaproique 

CH2--(OH)--CH(NH2)--CH2--CH2--CH (NH2)--COOH (2) 

MARTIN et SYNGE de leur c6t6 7, partant dgalement de g61atine, pr~parent de 
l 'hydroxylysine pure (P.F. du picrate : 226--227 °) en appliquant leur m6thode gdndrale 
de s~paration des acides amin6s hydroxyl6s par ac6tylation-benzoylation s. La benzoy- 
lation ne se fait d'ailleurs, malgr6 toutes les prdcautions prises, qu'avec un rendement 
tr~s faible, l 'hydroxyle de l'amino-acide est donc probablement secondaire (formule I). 

L'ensemble de ces derniers travaux, s'il ne r~soud pas de fa~on tout-~-fait d6fini- 
rive le probl~me de la structure de l 'hydroxylysine, met cependant hors de doute sa 
prdsence dans les hydrolysats de gdlatine. 

Etendant  leurs recherches, VAN SLYKE et coll. 0 ont alors cherch6 b~ doser cet 
amino-acide clans divers hydrolysats prot6iques. Ils le s6parent, dans ce but, des autres 
acides amin6s fl hydroxyl6s, par prdcipitation phosphotungstique. Le phosphotungstate 
d'hydroxylysine, quoique notablement soluble clans l'eau, est entrain6 par les phos- 
photungstates des autres bases, pourvu que celles-ci soient prdsentes en quantit6s 
suffisantes. Les derni~res traces d'hydroxyacides monoamin6s sont 61imindes par recristal- 
lisation des phosphotungstates et, apr~s r6g6ndration des bases, on mesure la quantit6 
d'ammoniaque lib6r~e par l'acide periodique en milieu alcalin. De nombreuses protdines 
ont 6t6 analysdes grace ~ cette m6thode, mais aucune d'entre elles n'a present6 une 
teneur en hydroxylysine sup6rieure k 1% (Tableau V). Les plus riches sont le collag~ne 
(extrait des tendons d'Achille du Chat) (o,88~o) ainsi qu'une s6rie de g61atines extraites 
d 'animaux terrestres (0,7--0,9%). Viennent ensuite une prdparation vdg6tale d6sign6e 
sous le nom d' ,,aleuronate" (o,54%), la z6ine du reals (0,33%) et la cas6ine (0,33%). 

Les deux mdthodes de dosage propos6es jusqu'ici conduisant ~ des rdsultats 
souvent contradictoires, il est bien difficile d'en retirer une impression g6n6rale con- 
cernant la r6partition de l 'hydroxylysine dans la nature. I1 nous a donc paru utile de 
reprendre la question dans son ensemble car elle est importante k un double point 
de vue :  

I ° I1 est int6ressant en sol de savoir si certaines prot6ines partagent rdellement 
avec le collag~ne et la g61atine, le privilege de possdder le nouvel amino-acide en quan- 
tit6s notables. 

2 ° I1 importe de doser cet amino-acide car la m6thode de dosage de la s~rine 
d'apr~s SHINN et NICOLET 10 ainsi que d'apr~s DESNUELLE et coll. n, reposant sur la 
d6termination du f6rmol auquel donne naissance les hydrolysats prot6iques par oxyda- 
tion periodique, n'est plus sp6cifique en sa pr6sence. 

I1 semble, d'autre part, que la m6thode pr6conis6e par VAN SLYKE, si elle marque 
sur celle de SCHRYVER un important progr~s, n'est pas, non plus, ~ l'abri de toute critique. 
La d6termination de l'hydroxylysine, qui doit 6tre conduite en pr6sence d'un gros exc~s 
d'amino-acides ais6ment d6saminables, s'effectuerait, en effet, avec une s6curit6 plus 
grande si elle reposait sur le dosage d'une autre substance que l'ammoniaque. 

Rappelons ici tout d 'abord que le formol auquel l 'hydroxylysine donne naissance 
par oxydation periodique peut 8tre aisdment d6termin6 grace ~ une technique de micro- 
dosage colorim6trique r6cemment raise au point au Laboratoire n ;  cette technique 
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semble, a priori, de par  sa sensibilitd *, convenir  part iculi~rement bien au dosage d ' u n  
amino-acide aussi peu r @ a n d u  que celui-ci parMt 6tre. 

Poss6dant,  par  ai l lems,  un  caract~re basique sans doute moins accentual que celui 
de la lysine, mais en tout  cas bien supdrieur ~ celui de l 'hist idine,  l 'hydroxylys ine  passe, 
selon toute probabili t6,  ~ la cathode au cours de la sdparation des bases hexoniques par 
ionophor~se lO,. La s@arat ion avec la sdrine peut  donc 6tre tent6e d 'une  fagon moins 
laborieuse et plus sfire que celle impl iquan t  la prdcipitat ion des phosphotungstates .  

Au cours du p%sent  travail ,  nous avons donc dos6 l 'hydroxylys ine  dans ~ ivers  
hydrolysats  protdiques en sdparant cette base de la sdrine par  ionophor~se et en d6ter- 
m i n a n t  color imdtr iquement  le formol auquel  elle donne naissance quand  on l 'oxyde par  
le periodate de sodium. 

P A R T I E  E X P I ~ R I M E N T A L E  

I .  R A P P E L  D U  D O S A G E  C O L O R I M I ~ T R I Q U E  D E  LA SI~RINE 11 

a cc. d 'une solution contenant  de 0,2 ~ 1, 4 mg de s6rine et amen6e ~ PH 7, 5 - 8 ,  
sont m61ang6s dans un tube /t essais rod6 A (3--a)cc. d 'eau et o, 7 cc.d'une solution de 
periodate de Na ~ 15°/o . Le m61ange est maintenu/~ 27 ° environ pendant  20 minutes, puis 
refroidi dans la glace et addit ionn6 de 0, 4 cc. de ni t rate  de K satur6. On laisse d6canter le 
periodate de K qui pr6cipite A cet ins tan t  et on pr61~ve lcc. de la l iqueur surnageante que 
l 'on dilue h IO cc. A cc. de cette dilution sont amends ~ IO cc. avec de l 'eau et additionn6s 
de 2 cc. d 'une solution fraichement pr6par6e de chlorhydrate de ph6nylhydrazine A 1°/0 . 
On main t ien t  20 rain. ~ 27 ° environ, refroidit tr~s soigneusement dans la glace et ajoute ICC. 
d 'une solution fraiche de ferricyanure de K A 2~o. On laisse 2o min. dans la glace et ajoute 
doucement et en agi tant  bien, 5 cc. d'HC1 concentr6 pr6alablement refroidi. I1 apparait  
alors, dans un milieu parfai tement  limpide, une coloration rouge dont  l ' intensit6, propor- 
t ionnelle ~ la quant i t6  de formol pr6sent, est mesur~e au stufophotom~tre de I:)ULFRICH 
(filtre S 53) en ut i l isant  comme liqueur compensatrice un m61ange, trai t6 dans les m6mes 
conditions, de tous le s  r~actifs saul le formol. Au pr~alable, une courbe de r6fdrence a 6t6 
6tablie en pr6sence d'iodate, de periodate et de ni t rate  de K, avec une solution de formol 
fraichement distill~e et t i t t l e  par iodom6trie. 

2.  D O S A G E  D U  F O R M O L  A P P A R A I S S A N T  AU COURS D E  L ' O X Y D A T I O N  P E R I O D I Q U E  D E  

L ' H Y D R O X Y L Y S I N E  

I1 importe,  tout  d 'abord ,  de savoir si les condit ions exp6rimentales raises au point  
pour le dosage de la sdrine pe rme t t en t  une rdaction quan t i t a t ive  du periodate sur 

TABLEAU I 

F O R M O L  D~GAGJ~ EN I:ONCTION DU TEMPS AU COURS DE L 'OXYDATNDN P E R I O D I Q U E  DE 

L ' H Y D R O X Y L Y S I N E  

Temps &action 
(min.) 

O 

5 
IO 

15 
2O 

i ° essai 

O 

285 
320 
320 
321 

Formol apparu (y) 

2 ° essai 

O 

445 
45 ° 
447 
443 

3 ° essai 

0 

595 
598 
6oo 
6o2 

* I y de formol peut encore ~tre dos6 avec exactitude. 
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l 'hydroxylysine. Dans ce but, nous avons pr6par6 un 6chantillon d'hydroxylysine 
partir de g61atine selon la technique de VAN SLYI<E 8 sans chercher, d'ailleurs, ~ 61iminer 
totalement la lysine. Une partie de cette pr6paration trait6e par le periodate de Na 
dans les conditions exp6fimentales qui viennent d'6tre d6erites, a donn6 naissance aux 
quantitds de formol indiqu6es par le Tableau I. 

Les chiffres du Tableau I montrent que l 'attaque de l 'hydroxylysine se produit, 
dans nos conditions exp6rimentales, plus rapidement que celle de la s6rine elle-m~me. 
Apr~s IO minutes, elle s'arr6te brusquement et l'(~n a tout lieu de croire qu'elle est 
totale ~t ce moment. 

3' COMPORTEMENT DE L'HYDROXYLYSINE ET DE LA S]~RINE AU COURS DE L'IONOPHOR~SE 

La technique d'ionophor~se utilisde au cours de ce travail est identique k celle 
mise au point par KU~IN et DESNUELLE 12 pour s6parer les bases hexoniques d'un 
hydrolysat protdique et appel6 primitivement ,,6lectrodialyse" par ces auteurs. Rappe- 
lons que l'appareil employ6 est celui de PAULY, il comporte trois compartiments succes- 
sifs s~par6s par une double 6paisseur de cellophane permdable que l'on a pr6alablement 
d6glyc6rin6e avec soin. Le compartiment m6dian reqoit l 'hydrolysat parfaitement 
d6barass6 de ses ions min~raux (PH compris entre 6 et 7,2). Les deux autres, remplis 
d'eau distillde, sont munis, k faible distance des membranes, de deux 6lectrodes circu- 
laires en toile de platine entre lesquelles on applique une tension continue de 19o volts. 
Dans ces conditions, les bases hexoniques sont rapidement transportdes k la cathode 
et l'op6ration est interrompue quand l'histidine, la plus faiblement dissoci6e de ces 
bases, a compl~tement disparu du compartiment m6dian *. Son contenu (M1), pr6sentant 
g~n~ralement, ~ ce moment, un PH compris entre 4,5 et 5, est rduni ~ la liqueur anodique 
A 1, tandis que la liqueur cathodique (C1) est soumise ~ une nouvelle ionophor~se identi- 
que. Celle-ci permet d'obtenir 3 fractions, Me, A2, et C 2. A 2 est rduni k M 2 et l'on est 
en pr6sence, en fin de compte, de trois solutions : A I + M 1, A e + M i e t  C 2. Dans C 2 
se trouvent les bases hexoniques. 

a. Comportement de l'hydroxylysine. 

Nous avons tout d'abord v6rifid que l 'hydroxylysine passait quantitativement 
la cathode dans ces conditions exp~rimentales. Mdlange soumis ~ l'ionophor~se : hydro- 
xylysine : 27 mg., lysine 250 mg., histidine : 45 mg., glycocolle : 20o rag. et acide gluta- 
mique 250 mg. PH du compartiment m6dian, initial : 7,I--f inal  : 4,9. Durde : 21o min. 
Intensit6 de IiO ~t 4 ° milli-A. Hydroxylysine dans le compartiment cathodique: 
26,5 rag. 

b. Comporte~nent de la sdrine. 

On peut pr6voir, a priori, qu'une certaine portion de la s6rine contenue dans le 
compartiment m6dian, passe ~ la cathode au cours de l'ionophor~se, quoique cet amino- 
acide soit 6lectriquement neutre dans les conditions de P~l utilis6es. Ce passage s.'effec- 
tuera soit par diffusion k travers la membrane de cellophane soit par 61ectroendosmose 13. 
Des exp6riences d'orientation, effectudes sur des mdlanges d'acides amines, nous ont 
en effet montr6 que le liquide C 1 contient des quantit6s tr~s notables de s6rine (15% 

* La r~action ~ l'acide diazosulfanilique es± alors n6gative apr~s benzoylation de la 
tyrosine. 
Bibliographic p. .59. 
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env i ron  de la quant i t6  totale) .  Le l iquide C 2 n ' en  est  pas  non plus complg tement  e x e m p t  
(1,5% de la quant i t6  totale) .  Cet te  teneur ,  p r a t i q u e m e n t  n6gligeable quand  il s ' ag i t  
de doser  l ' a rginine ,  l 'h i s t id ine  et la  lysine dans  ce l iquide,  est  au cont ra i re  suscept ib le  
d ' i n t rodu i r e  d ' i m p o r t a n t e s  er reurs  pa r  exc~s dans  le dosage de l ' hyd roxy lys ine .  I! 

im por t e  donc d ' 6 t ab l i r  une correct ion.  
P a r m i  les fac teurs  var iab les  suscept ibles  d ' exe rce r  une influence sur le phdnom~ne,  

il t au t  c i ter  : la  dur6e de l ' ionophor~se,  la concent ra t ion  de la  s6rine dans  le compar t i -  
men t  m6dian et  le hombre  d ' ions  Basiques t r ave r s an t  la m e m b r a n e  cathodique.  Nous 
avons  t rouvd,  d 'a i l leurs ,  que ce de rn ie r  fac teur  est  p r a t i q u e m e n t  ndgligeable et que 
la  quant i t~  de s~rine passan t  k la  ca thode  est k peu  pros propor t ionne l le  aux  d e u x  
prenfiers,  s ' i ls ne va r ien t  pas  dans  des l imi tes  t r op  larges.  

Une solution de composi t ion analogue A celle des l iquides C 1 et contenant  I7,8 rag. 
de s6rine (formol correspondant  : 5,2 mg.), 95 mg. de bases hexoniques et  60 mg. d 'au t res  
amino-acides (PH = 7,2) a 6t6 soumise A l ' ionophor~se jusqu 'g  dispar i t ion de l 'h is t idine 
(I65 min.). S6rine trouv6e darts C 2 : 2, 5 mg. (formol correspondant  : o, 72 rag.). Soient main- 
tenafi t  F ,  et  F 3 les quant i t6s  de formol qui prennent  naissance quand on t r a i t e  par  le perio- 
date  de sodium les fractions A 2 + M S et C, d 'un  hydro lysa t  quelconque (dur6e de la 2e 
ionophorSse : T min.). La quant i t6  de formol qui revient  ~ l ' hydroxy lys ine  pourra  ~tre 
ob tenue  en re t ranchant  de F s le facteur  correc t i f :  

F ~ . T  
f = 0,72 • _ _  

5 ,2 " IY5  

4 .  C O N D U I T E  D ' U N E  IONOYHOR/~-SE 

Le Tab leau  I I I  rappel le  les condi t ions  exp6r imenta les  d 'une  sdpara t ion  t y p e  pa r  
ionophor~se (pour plus  de d6tai ls  voi r  1~): 

T A B L E A U  I I  

IONOPHORI~SE D ' U N  H Y D R O L Y S A T  D ' A L B U M I N E  D ' O E U F  C R I S T A L L I S ~ E  

Pds de )rot6ine : 1,26 gr. Diff6rence de po ten t i e l :  19o volts. 

Ionopho- 
r~se 

I]  

Temps 
(rain.) 

O 

I5 
60 

I 2 0  

i65 
240 

O 

45 
t o 5  
18o 
2 2 5  

Intensi t6  PH 
(milli-A.) (milieu) 

I3O 
1 2 0  
IOO 
60 
5 ° 
50 

I O 0  
80 
4 ° 
IO 
I 0  

6,7 
6 , 2  

5,4 
4,9 
4,8 
4,8 

7 , 2  

5,8 
5,3 
5,2 
5, I 

£ 

+ +  
+ +  

+ 
,'~ o 

0 

0 

+ +  
+ 
o 
0 

0 

M 

+ +  
+ +  

+ 
0 

,'~ o 
0 

+ +  
+ +  

+ 
+ 

0 

3, 

0 

+ 
+ +  

+ 

C 

0 

0 

+ +  
+ 

~ '~o  + 
,%,o  + 

0 0 
+ +  ~ , o  * 

+ +  + +  * 

o + 
o + 

Obs. 

I l ibllographie p. ~9. 

Les compar t iments  m6dians (M) et ca thodique (C) cont iennent  de l 'arginine (A) 
et  de l 'h is t id ine  (H) en quant i t6s  fortes ( +  + ) ,  faibles (+ ) ,  tr6s faibles (oo o) ou nulles (o). 
Le signe * d a n s  la derni~re colonne signifie que l 'on a remplac6 ~ c e  moment  le contenu 
du c0mpar t iment  cathodique par  de l 'eau distill6e. 
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5 '  DOSAGE DE L ' H Y D R O X Y L Y S I N E  DANS DIVERSES PROTI~INES 

a. 1)rdparation des protdines utilis~es. 

La ,,proldine de l'avoine" a 6t6 extrai te  de la ratine d 'avoine par la soude N. Pr6cipi- 
t6e b. PH ----- 5 par l 'acide ac6tique, elle est d6barass6e de l 'amidon qu'elle contient  par de 
nombreuses dissolutions et pr6cipitations successives. 

L'albumine d'oeuf a 6t6 obtenue cristallis6e A partir  de blanc d'oeuf frais par la 
m6thode de SflRENSEN 14 

La sdricine a 6t6 s6par6e de la fibroi'ne en t r a i t an t  ~ IOO ° pendant  30 rain. des ills 
de soie de Canton en suspension dans l 'eau. Le l iqulde d 'extraction,  6vapor6 sous vide 
jusqu'~, d6but de g61atinisation, est vers6, encore chaud, dans 8 lois son volume d'alcool. 

La glycinine a 6t6 extraite, par NaC1 IO°/o, de la farine de soja d6graiss6e. L 'ext ra i t  
est satur6 par SO, Am,. Le pr6cipit6 centrifug6, puis lav6, est dissous dans SO4Am , 5% ; 
on recueille la fraction qui pr6cipite par dialyse et on la dissout dans NaC1 lO%. On lave 
et s6che les premi4res portions qui pr6cipitent quand on dilue cette derni4re solution avec 
de l 'eau. 

La pr6paration d4sign6e sous le nora de ,,protdine totale du muscle de rat" nous a 6t6 
fournie a imablement  par Prof. ROCHE. 

Pour la casdine (d'apr4s HAMMARSTEN), l'ddestine (HoFFlVlANN-LA ROCHE), l'dlastine, 
l'ovatbumine (1RH6NE POULENC)et la gdlatine (CoIGNET), nous avons ut i l i s6!es  pr0duits 
commerciaux sans purification pr6alable. 

b. Rdsultats obtenus et conclusions. 

Les diverses prot6ines sont hydrolys6es pendant  2 4 heures ~ IIO ° avec SOiH,  6 N 
saul la g61atine, qui n 'est  trait6e que 6 heures seulement. L 'hydrolysat  est amen6 ~. ioo cc. 
et 5 cc. en sont pr61ev6s pour un dosage d'azote. Sur le reste, on 61imine SOiH~ par la 
quant i t6  de baryte calcul6e moins 5% et le sulfate de Ba est centrifug6 puis lav6 ~ l 'eau 
chaude. Une fois concentr6e, la l iqueur est amen6e ~ PH = 9 par de la baryte et main tenue  
I/2 heure ~ 4 °0 sous vide pour 61iminer l 'ammoniaque.  L' ion B a +  + est quan t i t a t ivement  

TABLEAU I I I  

QUANTIT]~S DE, FORMOL DONNEES PAR L'OXYDATION PGRIODIQUE DES FRACTIONS S~PARI~ES 
PAR IONOPHOR~SE 

Prot6ine 

G61atine (,,COIGNET m6daille 
d 'Or")  

G61atine (,,CoIGXET m6daille 
d 'Or  N ° I") 

G61atine ( , ,CoIGNET qualit6 
" A  . . . .  ) 

, ,Prot6ine de l 'avoine" 
Prot4ine de BENCE JONES 
,,Prot6ine totale du muscle de 

ra t "  
Ovalbumine 
Albumine d'oeuf crist. 
Edest ine 
Cas6ine 
S6ricine. 
Glycinine 
Elast ine . . . . . . .  

Pds. mis 
en jeu 

(g.) 

1,O 

1,3o 

1,46 
1,45 
o, 77 

2,7o 
1,26 
1,o7 
1,78 
I , I6  
I,OO 

1,47 
5,20  

Formol 
total  
(mg. )  

15,o 

19,7 

22,3 
18,O 
16,3 

17,8 
26,1 
23 ,0  
15,O 
17,5 
88,5 
16,3 
17,8 

F 1 
(mg.) 

8,0 

12,O 

13,3 
10, 5 
14,1 

12,O 
18,6 
18,4 
i i , 8  
14,2 
63,8 
lO,3 
lO,5 

Fs F8 Somme 
F I + F s  

(mg.) (mg.) + F8 

4,0 

4,6 

5,4 
4,8 
1,3 

4, ° 
5,6 
3,7 
2,8 
3,o 

21,2  
5,0 
5,2 

2,7 

2,9 

3,4 
1,8 
0,4 

I,O 

1,35 
o,6 
o,7 
o,5 
2,5 
o,8 

J 0,95 

14,7 

19,5 

22, I 
17, I . 
15,8 

I7,O 
25,55 
22,7 
15,3 
17,7 
87,5 
16,1 
16,65 
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pr6cipit6 par la quant i t6  exactement n6cessaire de SO4H = dilu6. Le deuxihme pr6cipit6 
est trait6 comme le premier et les diverses liqueurs, une lois r6unies, sont 6vapor6es g IOO cc. 
bur une partie aliquote, on dose le formol total  apparaissan t apr4s oxydation periodique 
et ]e reste est soumis g deux ionophor4ses successives. 

Les trois fractions "k I q- M1, A 2 q- M 2 et C2, traitdes par le periodate de Na dans 
les condit ions habituelles,  donnen t  naissance, respect ivement ,  h F1, F 2 et F 3 rag. tie 
formo]. Ces valeurs, pour  les diverses protdines ana!ys6es, sont donndes par  le Tab leau  I I I. 

Le Tableau  IV donne les teneurs  de ces diverses prot6ines en hydroxylysine  relies 
que l 'on peut  les calculer /t par t i r  des chiffres du  Tableau  I I I .  

TABLEAU IV 

TENEUR /£N It~'I)ROX'x'LYS1NI*2 1)12 D1VERStLS PRO'E1f~INES 

I ' r , t  6i n cs 

361atine ,,M6d. d 'Or" 
G61atine ,,M6d. d 'Or N ° ~" 
G61atine ,, Qualit6 A" 
Prot6ines de l 'avoine" 
Prot. de BENCE JONES . 
,Prot. totale muscle rat"  
Ovalbumine 
~_lbumine d%euf crist. 
Edestine 
_2as6ine 
56ricine 
31ycininc 
Elastine 

F~ 

2,7 
2,9 

3,4 
1,8 

O, 4 
I,O 

1,35 
0 ,6  

0,7 
0,5 
2,5 
0,8 
0,95 

li'= 

4,0 
4,6 
5,4 
4,8 
1,3 
4,0 
5,6 
3,7 
2,8 
3,0 

21,2 

5 , 0  

5,2 

T 

I 6  5 
12o 

~35 
165 
~5 o 
18o 
225 
135 
15o 
18o 
I35 
195 
165 

f i% 4 

0,55 2,I5 
0,45 2,45 
0,55 2,85 
0, 7 I , I  

o, I 0  0,2 4 

0,65 0,35 
I,o5 0,3 
0,35 0,25 
0,35 0,35 
0,45 0,05 
2, 4 0, 1 
0 ,8  O~O 

0,73 0,22 

l tydroxy-  N 
lysine prot. 

N total 
mg. (mg.) (mg.) 

11, 5 2,O1 18 3 

13, 3 2,51 21I 
I5, 4 2,66 267 
.5,9 t,o2 204 
I, 3 0,23 II2 
L9 0,32 35 L 
L6 o,28 I96 
I, 3 o,23 168 
1,9 0,32 315 
0,3 0,05 z8t 
0,5 0,05 ~48 
O,O o,00 270 

~,2 %20 598 

N-hydro- 
xylysine 
en o, de 
N total 

1,I  
1,1 
1,O 

0. 5 
0 ,2  

O, l 

O, I 

O,1 
O,1 
O,O 
OtO 
0,0 
0,0 

Nous avons r6uni dans le Tableau  V, les r6sultats obtenus  par  SCHRYVER, VAN 
SLYKE et nous-m4me afin d 'en  rendre la comparaison plus facile. 

TABLEAU V 

TABLEAU RJSCAPITULATII." DU I )OSAGE DE L ' H Y D R O X Y L Y S 1 N E  DANS I,ES PROT]~INES 

Les r6sultats sont donn6s en N-hydroxylysine % de N prot4ique total. 

Prot6ines 

G61atine ,,M6daille d 'Or" 
G61atine , ,Neutre" 
G61atine ,,M6daille d 'Or N ° 1" 
G61atine , ,Qua]it6 A "  
Collag~ne 
G61atine de porc 
G61atines de poissons 
, ,Aleuronate" 
,,Prot6ines totales de l 'avoine" 
Z6ine 

V A N  bLYKE 

0,89 
0,9 

0, 88 
0,73 

0,54 

0,3,3 

i R6sultats du 
pr6.,:ent 
t ravai l  

] , I  

1,I  

I,O 

o,5 

SCHRVVE1, ~ 

0, 3 

1,8--3,3 

1,5 

/~ibt iog~apkie /,. 5~. 
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Prot6ines 

Globuline du coton 
Prot6ine de BENCE JONES 
Gliadine 
,,Prot6ines totales du muscle de ra t"  
Ovalbumine 
Albumine d'oeuf crist. 
Edestine 

Cas6ine 
Papaine brute ,,A v '  
Lactalbumine 
Lactoglobuline 
Arachine 
H6moglobine du chat 
,,Prot6ines totales" du plasma de cheval 
S6ricine 
Glycinine 
Elastine 

VAN ~LYKE 

0,23 

O, I2 

O,O9 

0,33 
0,04 
O,O2 
O,O2 
O, OI 
o ,oo  
0,03 

R6sultats du 
pr6sent 
travai 1 

0,2 

O,I 

O,I 

O,I 

O,I 

O,O 

O,O 
O,O 
O,O 

SCHRYVER 

3,28 

Les chiffres du Tableau V permettent  de faire les remarques suivantes : 
I ° Les divers 6chantillons de g61atine que nous avons eus k notre disposition, 

provenant d 'animaux terrestres, contiennent bien, comme l'indique VAN SLYKE, 1% 
environ d'hydroxylysine et non 0,3% comme le pretend SCHRYVER. Cette hydroxyly-  
sine, d'ailleurs, n 'est  pas un artefact apparaissant pendant la pr6paration de la g61atine, 
car le collag~ne en contient des quantit6s du mSme ordre. Nous avons montrd, d 'aut re  
part,  qu'elle ne se forme pas au cours de l 'hydrolyse de la prot6ine is 

2 ° Trois pr6parations d'origine v6g6tale : ,,l 'al~uronate", la ,,prot6ine totale de 
l 'avoine" et la z6ine du mais semblent contenir dgalement cet amino-acide quoiqu'en 
moindres quantit~s (0,5--0,3%). 

3 ° Dix autres prot6ines pures ou m61anges de prot~ines se rdv~lent d6pourvus 
d'hydroxylysine. Nous n'en trouvons pas, en particulier, dans la casdine, tandis que 
VAI~ SLYI~E donne, pour cette protdine, le chiffre de 0,33 %. 

4 ° La technique de VA~ SLYXE et la n6tre conduisent pour sept prot6ines ou 
m61anges de prot6ines ~t des valeurs si faibles (O,l--O,2%) qu'il semble difficile d'en 
conclure h la pr6sence d 'hydroxylysine dans ces pr6parations. I1 est peu probable, en 
particulier, que l 'albumine d,oeuf puisse contenir o,1% d'hydroxylysine, car elle devrait  
alors poss6der un poids moMculaire minimum de 162.ooo au lieu de 42.000 comme il est 
maintenant  admis 16. Nous avons r6cemment montr6, d 'autre  part ,  que dans le cas de la 
gdlatine 15 la teneur en hydroxylysine de la prot6ine intacte est la mSme que celle de 
ses hydrolysats ; 1'oi1 ne peut donc admet t re  que cet amino-acide soit d6truit de fa~on 
notable en cours d 'hydrolyse comme on l 'a maintes lois observ6 pour la s6rine et la 
thr~onine. Nous supposons donc que les chiffres pr~c6dents trahissent simplement la 
pr6senee, dans les hydrolysats prot6iques, de traces de dipeptides (s6rylarginine, s6ryl- 
lysine ou sdrylhistidine) se comportant  au cours des techniques raises en oeuvre, comme 
l 'hydroxylysine elle-m~me et pensons, jusqu'~ plus ample informal, que ces sept pr~para- 
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t ions sont,  comme les prdc6dentes,  d@ourvues  d ' hydroxy lys ine .  P a r m i  elles, s ignalons 
l '6dest ine  pour  laquel le  SCHRYVER donne  une t eneur  de 3,3%. 

5° Nous n ' avons  pas  vdrifid, au cours du  prdsent  t rava i l ,  si les g6lat ines de poissons 
cont iennent  rdel lement  de 1,8 ~ 3,3}/o d ' hyd roxy lys ine ,  c o m p t a n t  en t rep rendre  inces- 
s a m m e n t  une recherche sys t6mat ique  de cet amino-ac ide  chez les a n i m a u x  aquat iques .  

6 ° Quoique les r6sul ta ts  de cet te  dtude n ' exc luen t  pas  de fagon absolue  la possi- 
bi l i t6 de t rouve r  en abondanee  de l ' hyd roxy lys ine  dans  cer ta ines  protdines  part icul i~res,  
ils pe r m e t t en t  d 'o res  et  ddjk  de penser  que sa d i s t r ibu t ion  dans  la na tu re  est  fort  par-  
cimonieuse.  J u s q u ' k  plus ample  informal, le collag~ne et la gdlat ine sont les seules pro- 
tdines animales  qui  cont iennent  cet amino-ac ide  de fagon certaine.  Ni  l '61astine, ni les 
prot6ines sanguines  ou musculaires ,  ni  les prot6ines  du  lair  ou l ' a lbumine  d 'oeuf ,  ni la 
s6ricine si r iche p o u r t a n t  en amino-ac ides  fl hydroxylds ,  n ' en  poss~dent  des quant i tds  
apprdciables .  Chez cer ta ines  protdines  vdgdtales,  pa r  ail leurs,  quelques t races  semblen t  
pouvoi r  en ~tre ddceldes. 

Le Tab l eau  VI  donne enfin les teneurs  en sdrine des prot6ines  6tudi6es, teneurs  
d6dui tes  des quant i t6s  de formol (Tableau  I I I )  que donnen t  les h y d r o l y s a t s  de ces 
protdines sous Fact ion  du  pe r ioda te  de Na. 

T A B L E A U  V[ 

T E N E U R  TEN S]~RINE DE D I V E R S E S  PROT]~INES 

Prot6ines 

G61atine ,,M6daille d 'Or"  . . . . .  
G61atine ,,M6daille d 'Or  N ° i "  
G61atine , , Q u a l i t 6  A "  . . . . . .  

, ,Prot6ines de l ' avoine"  . . . . . .  . 
Prot6ine de BENCE JoI~ES . . . . .  
, ,Prot6ines to ta le  du muscle de r a t "  
Ovalbumine . . . . . . . . . .  
Albumine d 'oeuf crist  . . . . . . .  
Edest ine . . . . . . . . . . .  
Cas6ine . . . . . . . . . . .  
S6ricine . . . . . . . . . . .  
Glycinine . . . . . . . . . . .  
Elas t ine  . . . . . . . . . . .  
F ibroine . . . . . .  " . . . . .  

N s6rine en 
% d e n  
prot6ique 

to ta l  

Valeurs d6j~ publi6es 

/ 3,2( 19 ) 3,7( 18)+* 2 ,6+ 
J" 3,7(2o) #:- 3.4(22) * 

6,3(~) 8,6(20) ~2: 

3,0+ 
2,6+ 
3 ,4+ 
6,4 
2,2 

6,4 
2, I 

4,3 
26,5 

6 , 0  

1 ,3  
I 1,4 

4,7(l°); 4,9(21); 5,2(22) * 
33,9 (1~) * 

I3,6(17) *. I4 ,5( ls )+  * ; 
13,4(2° ) ~ .  

6,5( 20 ) 

+ Valeurs corrig6es de la teneur  en hydroxylys ine .  
* Valeurs calcul6es ell g de s6rine pour IOO g de prot6ines. Les auteurs  n ' i n d i q u a n t  

pas la teneur  en azote de leurs pr6parat ions,  rendent  impossible tou te  comparaison 
pr6cise avec leurs chiffres. 

± Differences entre  les valeurs corrig~es obtenues par  les auteurs  pour , ,N-amino-acides 
hydroxyl6s  t o t a u x "  et  , ,N-thr6onine".  

Ces teneurs  ne sont  d 'a i l l eurs  donn6es qu 'k  t i t re  indica t i f  car  la  s6rine est  peu t -  
~tre pa r t i e l l emen t  d6 t ru i te  au  cours de l ' hyd ro lyse  acide des prot6ines que nous con, 
duisons sans pr6caut ions  spdciales. 
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R]~SUMI~ 

On d6crit une nouvelle m6thode de dosage de l ' hydroxy lys ine  dans les prot~ines 
bas6e sur a) sa s6parat ion d 'avec  la s6rine pa r  ionophor~se et  b) le microdosage colori- 
m6tr ique du formol auquel cet amino-acide donne naissance par  oxyda t ion  periodique. 
Vingt-deux prot6ines ou m61anges de prot6ines ont  6t6 analys6s par  VAN SLYKE et par  
nous-m~me. Fa i t  remarquable ,  les propor t ions  de cet amino-acide n ' a t t e ignen t  1% que 
dans le collagSne et  la g61atine qui en d6rive. Les teneurs  des autres prot6ines sont  soit  
beaucoup plus faibles soit  compl~tement  nulles. Ni l'61astine ni les prot6ines sanguines 
(cheval) ou musculaires (rat), ni les prot6ines du lair  (lactoglobuline, lactalbumine,  cas6ine), 
ni l 'ova lbumine  ni la s6ricine n 'en cont iennent  d 'appr6ciables  quanti t6s.  Quelques pro- 
t6ines v6g6tales ( , ,aleuronate",  , ,prot6ine to ta le  de l ' avoine" ,  z6ine) semblent  en rec61er 
de faibles proport ions  (0,2--0,5%) tandis  que d 'au t res  (gliadine, 6destine, arachine, 
glycinine, papaine) en sont p ra t iquement  d6pourvues. 

SUMMARY 

The authors  describe a new method for the quan t i t a t ive  de te rmina t ion  of hydro-  
xylys in  in proteins,  based on (a) the  separa t ion  of oxylys in  from serin by  ionophoresis, and 
(b) colorimetric  micro-determinat ion  of formol formed by  the oxida t ion  of this amino acid 
wi th  per iodic  acid. 

Twenty- two proteins  or protein  mixtures  were analyzed by  VAN SLYIZE and the 
present  writers.  I t  is remarkable  tha t  a 1% oxylys in  content  is only ~ound in collagen 
and in the  gelat in derived from i t ;  in the other  proteins  the  oxylysin  content  is either 
much lower or zero. 

Neither elastin, blood a lbumin (horse), muscle protein  (rat), mi lk  protein  (lactoglo- 
bulin, lacta lbumin,  caseine), ovalbumin or sericin contain  any appreciable  quanti t ies  of 
oxylysin.  Some vegetable proteins  ( , ,aleuronate",  , ,oat whole" protein,  zein) appear  to 
contain a small  quant i ty ,  while others (gliadin, edestin, arachin, glycinin, papain) are 
p rac t ica l ly  devoid of oxylysin.  

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Verfasser beschreiben eine neue Methode zur Dosierung des Oxylys ins in  Pro- 
teinen. Diese Methode beruht  
a) auf Trennung des Oxylysins  yon Serin durch Ionophoresis  und 
b) auf der  kolorimetr ischen Mikrobes t immung des Formols,  das durch die Oxydat ion  

dieser Aminosiiure mi t  Perjodsiiure ents teht .  
Zweiundzwanzig Proteine bzw. Proteinmischungen wurden yon VAN SLYKE und 

von uns analysier t .  Bemerkenswert  ist, dass ein Gehalt  yon 1% Oxylysin nut  in Kollagen 
und der daraus ents tehenden Gelatine erreicht wird ; bet den anderen Proteinen ist  der 
Gehal t  entweder  viel geringer oder null. 

Elast in,  Blutproteine (Pferd), Muskelproteine (Ratte),  Milchproteine (Lactoglobulin, 
Lacta lbumin,  Casein), Ovalbumin und Sericin enthal ten  keine nennenswerten Mengen. 
Einige Pflanzenproteine ( , ,Aleuronat",  , ,Vollhaferprotein",  Zein) scheinen geringe Mengen 
(o,2--0,5%) zu enthal ten,  w/ihrend andere (Gliadin, Edestin,  Arachin, Glycinin, Papain) 
prak t i sch  fret yon Oxylysin sind. 
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