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TISELIUS ET ERIKSSON-QUENSEL 1 ont 6tudi4 au moyen de la technique 61ectro- 
phor6tique les produits de digestion pepsique de l'ovalbumine, en milieu ac6tique M/2 
ou M/I. Avec la "Schlieren Methode" et en fronti6res descendantes, l'ovalbumine non 
dig6r6e donne une seule frontihre; apr6s hydrolyse pepsique apparait sur le diagramme 
un second composant qui migre plus lentement que le premier et qui correspond aux 
diffdrents produits de d6gradation de l'ovalbumine. Si l'on augmente la dur6e de Faction 
de la pepsine, on observe uniquement des changements dans les proportions relatives 
de ces constituants. Le fait qu'il n'existe pas de produits de d6gradation interm6diaires 
est particuli~rement int6ressant: TISELIUS El" ERIKSSON-QUENSEL en d6duisent que la 
pepsine agit suivant une loi du "tout  ou rien". Ce n'est qu'apr~s une 61ectrophor~se 
prolong6e que la seconde fraction plus lente, correspondant aux produits d'hydrolyse, 
se scinde elle-m6me en 3 composants de mobilit6s tr~s voisines. 

On sait d'autre part que  les produits de digestion pepsique pr6sentent des carac- 
t~res physico-chimiques particuliers: notamment le pouvoir rotatoire spficifique est le 
m~me pour la grosse mol6cule protdique initiale et pour les fragments d6j~ tr~s simplifies 
(octopeptides) r6sultant de l'action de la pepsine ~. L'6tude de ces polypeptides dolt done 
permettre d'aborder avec succ~s le probl~me de la structure de la chaine prot6ique*. 

Le fractionnement des produits de d6gradation par la m6thode ionophor6tique est 
fr6quemment utilis6, mais il a l'inconvdnient d'6tre aveugle, et il semble bien pr~.f6rable 
de contr61er optiquement la s@aration (TISELIUS). L'61ectrophor~se permet ainsi de 
suivre la marche de la digestion pepsique et de rep6rer les diff6rentes fractions; elle 
donne 6galement la possibilit6 d'fitudier isol6ment les divers groupes et de contr61er 
l'homog6n6it6 des produits obtenus par d'autres proc6d6s de fractionnement. 

L'application de la technique 61ectrophor6tique aux hydrolysats enzymatiques est 
d61icate (TISELIUS) a. En effet, la m6thode est surtout bien adapt~e aux grosses mol6cules 
ou en tout cas aux mol6cules qui agissent relativement peu sur la conductivit6 totale de la 
solution: ceci n'est pas le cas pour les polypeptides, qui, d'autre part, ont l'inconv6nient 
d'6tre dialysables. I1 est n~anmoins possible, comme nous le verrons, d'obtenir des 
r6sultats satisfaisants et reproductibles d'une exp6rience ~ l'autre. 

A. PREPARATION DES PROTI~INES 

Dans un premier temps, nous avons pr~par6 des prot~ines 61ectrophor6tiquement 
homog~nes; nous avons employ6 surtout la cristalbumine et l'ovalbumine. 

* I1 f au t  6 v i d e m m e n t  t en i r  compte  de la possibili t6 d ' une  resyn th6se  de po lypept ides  n o u v e a u x  
pa r  les agen t s  e n z y m a t i q u e s .  
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I. Ovalbumine: les blancs d'oeufs sent dilu~s au demi avec du s6rum physiologique; on pr6cipite 
52% de saturation en sulfate d'ammonium, on filtre et on pr6cipite ensuite 3 lois au point iso61ec- 

trique (PH 4 .6) (LONGSWORTH)¢; ces trois op6rations suffisent ~. faire disparaitre le composant C a 
(conalbumine). 

2. Cristalbumine: le s6rum sanguin est pr6cipit~ 5. 52% de saturation en sulfate d 'ammonium 
neutralis6; apr~s I heure de contact on centrifuge et on filtre; on ajoute au filtrat du sulfate d 'am- 
monium cristallis6 (i 5 g pour 500 ml) et on ajuste exactement t~ PH 4.7 par de l'acide ac6tique 
20%. Apr6s une nuit de contact 5~ 5 °, on cer~trifuge 3 ° rain; on reprend le pr6cipitb dans un volume 
d'eau 6gal ~ la moiti6 du volume de s~rum dent  on est parti, on pr6cipite ~ 5o% de saturation en 
sulfate d 'ammonium et on ajuste X PH 4 .8. On laisse quelques heures au repos, puis on centrifuge 
4 ° min; on reprend 1~ pr6cipit6 dans un volume d'eau de moiti6 inf6rieur au volume pr6c6dent, on 
ajoute une mSme qu~.ntit6 d~ sulfate d 'ammonium et on ajuste ~ PH 4.9. Au bout de 24 heures, on 
centrifuge 4 ° m i n e t  on reprend le pr6cipit6 dans quelques centim~tres cubes d'eau. On dialyse la 
bouillie ainsi obtenu( dans un tube de cellophane, sous pression, d'abord 48 heures centre de l'eau 
courante, puis 48 X 72 heures centre de l'eau distill~e. Apr~s diaIyse, on filtre pour enlever le pr~cipitfi 
w, rd~tre qui s 'est form6. On dose l'azote total et  oil dilue jusqu'A la concentration voulue. 

Nous avons utilis6 pour nos hydrolyses tant6t  de la pepsine commerciale de t i tre 61ev6 (T = 
1.5oo), tant6t  cette m~me pepsine purifi~e suivant la technique de PHILPOT I~, jusqu'au stade pr6c6dant 
la cristallisation*. 

B. HYDROI_YSES PEPSIQUES ET FRACTIONNEMENT I~LECTROPHORI~TIQUE 

N o u s  a v o n s  r~alis~ t ro i s  g roupes  d ' exp6 r i ences :  

I.  H y d r o l y s e s  p e p s i q u e s  en mi l ieux  ac6t ique ,  c h l o r h y d r i q u e  ou su l fu r ique  et  61ec- 

t r opho r~se  cons6cu t ive  sans  mod i f i ca t i on  du  mi l ieu ;  les so lu t ions  p ro t6 iques  s o n t  sur -  

m o n t 6 e s  p a r  une  so lu t ion  ac ide  n o n  t a m p o n n ~ e  i d e n t i q u e  h celle qui  a servi  ~ la d ia lyse  

ini t ia le .  

2. H y d r o l y s e s  p e p s i q u e s  en mi l ieu  su l fu r ique  N/ IO;  6 l imina t ion  q u a n t i t a t i v e  de 

l ' ac ide  su l fu r ique  p a r  la b a r y t e  e t  a j u s t e m e n t  de la so lu t ion  ~ la m 6 m e  c o n d u c t i v i t 6  que  

le t a m p o n  util is6 p o u r  l '61ectrophor~se.  

3. H y d r o l y s e s  p e p s i q u e s  en  mil ieu  p h o s p h o r i q u e  M / I o ;  a j u s t e m e n t  de la so lu t ion  

un  PH et  h u n e  c o n d u c t i v i t 6  donn6s ;  ~ lec t rophor~se  en  mil ieu  p h o s p h a t i q u e  a jus t6  au 

m~me  PH et  ~ la rn~me conduc t iv i t6 .  

I. PREMIER GROUPE. Voici  que lques  e x e m p l e s  des r6su l t a t s  o b t e n u s  selon le p r e m i e r  

m o d e  op6ra to i re .  

Essai  P 32: l 'ovalbumine est dialys6e 4 8 heures centre une solution de SOIH 2 N/5o; concen- 
tration finale en prot6ine: 3%; PH 2.8; pepsine: o.o 5 g pour ioo ml. 

Diagrammes 61ectrophor6tiques (fronti~res descendantes). 
a. Pral~vement initial: le trac6 montre un seul constituant et une fausse-fronti~re (e); 
b. Apr~s 2 4 heures d'hydrolyse (~ 37 °) : il existe deux syst~mes de constituants, l 'un correspon- 

dant A l'ovalbumine non dig6r6e, l 'autre, hdtdrogOne, aux produits de digestion; 
c. Apr~s 4 8 heures d'hydrolyse : le trac6 61ectrophor6tique montre des variations dans les pour- 

centages relatifs des deux syst6mes d~crits pr~c6demment; Ia fraction ovalbumine est tr~s r6duite 
tandis que celle qui correspond aux produits d'hydrolyse est beaucoup plus importante et se d6com- 
pose en 3 accidents dent  probablement une fausse-fronti~re m6diane. 

Essai  P 27: ovalbumine ~. la concentration de 3%, dialys~e centre HC1 M[4o pendant 2 4 heures; 
PH final: 3.o; pepsine: o.o 5 g p. ioo ml; dur6e d'hydrolyse A 37°: 2 4 heures. 

Diagrammes 61ectrophor6tiques (fronti~res ascendantes). 
a. Pr61~vement initial: l 'ovalbumine est 61ectrophor6tiquement homog~ne; 
b. Apr~s 16 heures d'hydrolyse : le diagramme est constitu6 par 2 syst~mes de composants dent  

l 'un correspond A l'ovalbumine non dig6r6e et l 'autre, plus lent, aux produits de d~gradation; l'61ec- 
trophor~se prolong6e r6v~le l'h6t6rog~n6it6 de ces deux fractions; 

c. Apr~s 2 4 heures d'hydrolyse : la solution est dialys6e dans un tube de cellophane, sous pression, 
centre de l'eau distill6e (16 heures centre 12o ml, 7 heures centre 15 ° ml, 16 heures centre 13 ° ml, 
6 heures centre 13 ° ml) ; les liquides ext6rieurs sent r6unis et 6vapor,s dans le vide A 37 °, 5. 2 reprises. 

* Nous remercions vivement les Laboratoires O. BAILLY qui ont mis gracieusement A notre 
disposition les quantitbs importantes de pepsine n6cessaires A notre exp6rimentation. 
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Le r~sidu est dissous dans du tampon phosphate M]2o, de plJ 5.82. Le diagramme 61ectrophorStique 
(aprbs 18oo0 secondes) est alors constitu6 par  3 syst6mes de composants: a) un sommet tr~s fin 
migrant  vers l 'anode; fl) un composant aigu migrant  vers la cathode; ~) un syst6me dissym6trique 
central  contenant  une fausse-fronti6re; 

d. Le liquide res tan t  dans lc tube de cellophane est dialys6 4 8 heures contre HC1 N/4o : le trac5 
ne comprend qu 'un  seul d6me dissym6trique; l 'homog6n6it6 de la prot6ine res tante  n 'est  donc pas 
parfaite et  n 'est  plus comparable A celle de la prot6ine initiale; il faut noter  que les dialyses ont  6t6 
longues et  ont  pu modifier l '6tat  de la mol6cule prot6ique. 

L ' e n s e m b l e  des  r 6 s u l t a t s  p r 6cSden t s ,  o b t e n u s  a v e c  l ' o v a l b u m i n e ,  es t  d o n e  com-  

p a r a b l e  a u x  o b s e r v a t i o n s  de  TISELIUS. L ' 6 t u d e  de  la  c r i s t a l b u m i n e  n o u s  a f o u r n i  des  

i n d i c a t i o n s  s u p p l 6 m e n t a i r e s .  

Essai  P 24: cristalbumine ~ la concentration de 2.2 g pour ioo ml, dialys6e contre HC1 N[4o 
pendant  24 heures; PH final: 3.o; pepsine: o.o45 g pour ioo ml; dur6e d'hydrolyse A 42°: 22 heures 
(apr~s ce temps, l ' intensit6 de la r~action du biure t  effectu6e sur le liquide de d~f6cation trichlorac~- 
t ique est 6gale ~ celle que donne la solution prot6ique). 

Diagrammes 61ectrophor6tiques (fronti6res descendantes) apr~s 22 heures d'hydrolyse. Au bout  
de 90o secondes, on constate la pr6sence d 'un  const i tuant  trSs rapide migrant  vers la cathode (Fig. I). 
Apr6s I5OOO secondes, le trac6 comprend un syst~me dissym6trique m6dian migrant  peu, form6 
d'une fausse-fronti~re et  d 'une petite fraction migran t  vers l 'anode. 

Essai  P 42: cristalbumine A la concentrat ion de 2.8o g pour ioo ml, dialys6e contre SO, H 2 N/4o 
pendant  24 heures;  PH final: 2.7; pepsine : o.o 5 g pour ioo ml. 

Diagrammes 61ectrophor6tiques (frontieres descendantes). Apr~s 6 heures d'hydrolyse, on r ore 
encore la pr6sence, au bout  de 1 8oo secondes d'61ectrophor~se, d 'un  const i tuant  se dir igeant  vers 
la cathode, et  par  cons6quent tr~s basique (Fig. 2). 

Ce t t e  p r e m i e r e  s6rie d ' o b s e r v a t i o n s  n o u s  p e r m e t  d o n c  de  p e n s e r  q u ' i l  ex i s t e  d a n s  

les p r o d u i t s  de d 6 g r a d a t i o n  des  p r o t 6 i n e s  p a r  la  p e p s i n e  p l u s i e u r s  g r o u p e s  " 6 l e c t r o c h i -  

m i q u e m e n t "  d i f f6ren ts .  Mais  le m o d e  o p 6 r a t o i r e  su iv i  p r 6 c 6 d e m m e n t  r e n d  l eu r  6 t u d e  

difficile : t o u t  d ' a b o r d ,  l ' a b s e n c e  de  t a m p o n  a m b n e  des  c h a n g e m e n t s  de  PH a u x  f r o n t i b r e s ;  

d ' a u t r e  p a r t ,  les s o l u t i o n s  o n t  u n e  force  i o n i q u e  p e u  i n t e n s e  e t  i l  e n  r6 su l t e  des  v a r i a t i o n s  

sens ib l e s  de  c e t t e  force  i o n i q u e  a u  n i v e a u  des  f r o n t i ~ r e s ;  enf in ,  o n  se t r o u v e  l imi t6  ~ u n e  

zone  de  p ~  t r o p  6 t ro i t e  (2 ~ 3) e t  de  ce f a i t  on  n e  p e u t  e sp6re r  s6pa re r  f a c i l e m e n t  les 

p r o d u i t s  d ' h y d r o l y s e ;  en  effet,  le m o d e  o p 6 r a t o i r e  d6cr i t  d a n s  l ' e ssa i  P 2 7 es t  long  e t  

l ' 61 imina t i on  c o m p l 6 t e  de  l ' a c ide  c h l o r h y d r i q u e  difficile. C ' e s t  p o u r q u o i  n o u s  a v o n s  

e n t r e p r i s  u n e  d e u x i ~ m e  s6rie d ' e x p 6 r i e n c e s .  

I I .  DEUXIt~ME GROUPE. N o u s  a v o n s  essay6 l ' h y d r o l y s e  p e p s i q u e  e n  mi l i eu  s u l f u r i q u e  

N / I o ,  su iv ie  d ' u n e  p r 6 c i p i t a t i o n  q u a n t i t a t i v e  de  l ' ac ide  s u l f u r i q u e  p a r  l ' e a u  dc  b a r y t e  

s a tu r6e .  L a  s o l u t i o n  es t  e n s u i t e  a m e n 6 e  k la  c o n d u c t i v i t 6  de  la  s o l u t i o n  t a m p o n  chois ie ,  

p a r  a d d i t i o n  d ' u n e  s o l u t i o n  t a m p o n  de  m 6 m e  PH, m a i s  de  m o l a r i t 6  p lus  61ev6e. 

Essai  P 2z: ovalbumine ~t la concentrat ion de 2.6 g pour ioo ml en milieu sulfurique N[io;  
PH 1.7; pepsine: o.o 5 g pour ~oo ml. On effectue des pr61bvements de 22 ml, auxquels on ajoute 
une quanti t6  d'eau de baryte  satur6e exactement  calcuI6e. Apr~s centrifugation, on v6rifie le PH de 
la solution, qui dolt 8tre voisin de 7.o, et on ajoute une goutte d'eau de baryte  ; ce tr~s l~ger exc~s de 
baryte  ne gSne pas, car il sera 61imin6 ul t~rieurement A l '~tat  de phosphate de baryum. On pr6pare 
alors une solution tampon de phosphate M/3o, de PH 5.o5, et  une solution de phosphate M/2 de m6me 
PH. On mesure la conductivit6 de la solution prot6ique ~. la temp6rature  de l'~lectrophor6se et  on 
l 'ajuste A la conductivit6 de la solution tampon M/3 o au moyen de la solution phosphatique M[2, 
en se main tenan t  toujours X une temp6rature  rigoureusement identique A celle de la premiSre mesure. 
Au d~but de l 'op6ration, il est  n6cessaire de centrifuger pour 61iminer de phosphate de baryum. Les 
mesures de conductivit6 sont faites apr~s l 'addit ion de chaque goutte de solution phosphatique.  
Lorsqu'on arr ive ~t des chiffres voisins de la conductivit6 de la solution tampon M]3 o, on ajuste avec 
une solution phosphatique de molarit6 plus faible (M[5 ou M:]io). 

Diagrammes ~lectrophor~tiques (fronti~res descendantes). 
a. Pr61~vement initial:  on distingue sur Ie trac6 (apr~s 12ooo secondes) un sommet dissym6- 

t r ique corresp0ndant  aux prot~ines du blanc d'oeuf (ovalbumine et un peu de conalbumine) avec 
une fausse-fronti~re peu marquSe; 

l?il~lio.,~,raphie p. 31o. 
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- ~  IF.D. 
Fig .  I .  E s s a i  P.  24 . C r i s t a l b u m i n e  (pH 
= 2.18;  22 h e u r e s  d ' h y d r o l y s e  peps ique ) .  

D u r 6 e  de  l ' ~ l e c t r o p h o r ~ s e :  900 sec. 

IF .D .  

Fig .  2. E s s a i  P.  42 . C r i s t a l b u m i n e  (pH 
= 1.8o; 6 h e u r e s  d ' h y d r o l y s e  peps ique ) .  

D u r 6 e  de  l ' ~ l e c t r o p h o r ~ s e :  18oo sec. 

tt 
A 0 ~ B 

--~--------~ F.D. 

Fig .  3a. E s s a i  P.  21. O v a l b u m i n e  (PH 
= 6-05 ; 3 h e u r e s  3 ° d ' h y d r o l y s e  p e p s i q u e  
e n  m i l i e u  s u l f u r i q u e  N / i o .  D u r 6 e  de  

l ' 61ec t rophor6se  : 12 ooo sec. 

Bibliographie p. 3Io. 

t t 
A 0 N.+t. B 

', F.D. 

Fig .  3b. E s s a i  P.  21. O v a l b u m i n e  (PH = 
6.05;  3 h e u r e s  3 ° d ' h y d r o l y s e  p e p s i q u e  
e n  m i l i e u  s u l f u r i q u e  N / i o ) .  D u r 6 e  de  

l ' 61ec t rophor~se  : 7500  sec. 
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A B 

t 
m;-c 

iF.D. 

Fig .  4. E s s a i  P. 21. O v a l b u m i n e  (PH = 
6.o5;  24 h e u r e s  d ' h y d r o l y s e  p e p s i q u e  e n  
m i l i e u  s u l f u r i q u e  N / i o ) .  Dur6e  de l '6Iec- 

t r o p h o r ~ s e  : 15 ooo sec. 

B N ~ A C 

F.A.I 
Fig .  5- E s s a i  P.  23 C r i s t a l b u m i n e  (PH = 
9.6;  24 h e u r e s  d ' h y d r o l y s e  p e p s i q u e  e n  
m i l i e u  s u l f u r i q u e  N / i o ) .  l ) u r6e  de  l '61ec- 

t r o p h o r ~ s e  : 15 ooo sec. 

B4B3 B2 B 1 N ~' A3A2A1 
Ac 

Fig. 6. Essai P. 44. Cristalbumine (PH 
5-9; I h e u r e  30 d ' h y d r e l y s e  p e p s i q u e  en  
m i l i e u  p h o s p h o r i q u e  de  pH -- 2.o). DurOc 

de  l '61ectrophor&se : 16 8oo sec. 
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t 
B3 
B4 

BIN 
B2 

A 3 A4 A2 A.1 
Ac 

F.A.I 

Fig .  7. E s s a i  P. 44- C r i s t a l b u m i n e  (PH -- 
5.9;  48 h e u r e s  d ' h y d r o l y s e  p e p s i q u e  en  
m i l i e u  p h o s p h o r i q u e  de  pH -- 2.o). DurGe 

de l ' 61ec t rophor~se :  18ooo sec. 
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b. Apr~s 3 heures et demie d'hydrolyse, l 'aspect du trac6 (au bout de 12ooo secondes) est 
consid6rablement modifi6: iI comprend un syst~me migrant vers la cathode, form6 de 2 sommets 
tr~s aigus (composants "basiques"), un syst6me m6dian comportant une fausse-fronti~re, et un sys- 
t6me migrant vers l'anode, dans lequel se trouve la prot~ine non dig6r~e (Fig. 3a). Apr~s 750o secon- 
des, Ie trac6 ne comportait qtte 4 sommets : la fraction O 6rant l 'ovalbumine, il y a donc des produits 
de digestion (peu abondants) qui migrent en avant de la prot~ine non dig6r6e (Fig. 3b); 

c. Apr6s 24 heures d'hydrolyse, on observe des modifications dans les pourcentages relatifs des 
diverses fractions rep6--6es dans le trac6 pr6c6dent (Fig. 4) (I5 ooo secondes). 

Des  essais ana logues  on t  pu  6tre r6alis6s ~ diff6rents  PH. E n  voic i  un  e x e m p l e  

p~  9.6: 

Essai P 23: ova]bumine & la concentration de 3 g pour IOO ml en milieu sulfurique N/ io ;  
pepsine o.o8 g pour ioo ml; 61ectrophor~se en tampon pyrophosphate M/4o de PH 9 .6 apr~s ajustement 
de la solution prot6iqt~e avec du pyrophosphate M/6 de m~me PH- 

Diagrammes 61ectrophor6tiques (fronti6res ascendantes). 
a. Pr61~vement initial: cristalbumine 61ectrophor6tiquement homog6ne (apr~s 105oo secondes) ; 
b. Apr6s 24 heures d'hydrolyse, le trac6 comporte 5 fractions, la plus rapide correspondant & 

ce qui reste de cristalbumine non dig6r6e, les 4 autres aux produits de d6gradation et & la fausse- 
fronti6re (Fig. 5) (I5 °oo secondes). 

Ce t t e  techniqu ,L r6vble donc  la  pr6sence,  dans  les p rodu i t s  d ' h y d r o l y s e  peps ique ,  

de  3 s6ries de c o n s t i t u a n t s  " 6 1 e c t r o c h i m i q u e m e n t "  d is t inctes .  On  p e u t  c e p e n d a n t  fa i re  

ce t t e  man i~ re  de  p roc6der  d e u x  sor tes  d 'ob jec t ions .  T o u t  d ' a b o r d  si la  c o n d u c t i v i t 6  es t  

a jus t6e  de fa~on par fa i t e ,  il ex is te  encore  des diff6rences de PH en t re  le t a m p o n  e t  la  

so lu t ion  p ro t6 ique :  il est  donc  imposs ib le  de faire  des mesn res  exac t e s  de vi tesse .  E n  

second  l ieu,  le su l fa te  de  baI3rum p e u t  e n t r M n e r  pa r  a d s o r p t i o n  des  f rac t ions  in t6res-  

santes ,  ainsi  que  le m o n t r e n t  les dosages  d ' a z o t e  e t  les essais coupl6s d '61ectrophorbse 

a v e c  e t  sans  p r6c ip i t a t ion  ba ry t i que .  

l~ssai P 22. Dosages d'azote : a) pr61~vement initial: sans baryte 3.38 g pour i ooo ml; avec baryte 
2.47 pour iooo ml; b) pr61~vement apr~s 2 4 heures d'hydrolyse : sans baryte 3.33 g pour iooo ml; avec 
baryte 2.7o g pour iooo ml. 

Essai P 3~. Ovalbumine dialys6e contre SO~Hz M/5o. Une fraction est trait6e par la baryte, 
centrifug6e et r6ajust6e ensuite/~ la m6me r6sistivit6 avec de l'acide sulfurique M/2. Une autre fraction 
est simplement rame'n~e ~. la m~me dilution par SO~H~ M/5 o. Les trac~s 61ectrophor6tiques sont 
semblables pour les pr~lSvements initiaux, mais les pr61~vements en cours d'hydrolyse ne sont pas 
comparables : l 'un donne un trac6 form6 de 4 fractions group6es en 2 syst6mes de composants; l 'autre 
(apr~s pr6cipitation barytique) ne comprend qu'un seul sommet dissym6trique. 

Ces c o n s t a t a t i o n s  nous  o n t  amen6s  k n o t r e  t ro i s i~me s6rie d 'exp6r iences .  

I I I .  TROISIt~ME GROUPE. L ' h y d r o l y s e  peps ique  est  r6alis6e en  mi l i eu  phosphor ique .  

On  neu t ra l i se  une  pa r t i e  de cet  ac ide  pa r  de la  soude  j u s q u ' a u  p~  voulu .  On  di lue  la  

so lu t ion  jusqu '& la c o n d u c t i v i t 6  c o m p a t i b l e  a v e c  la  m 6 t h o d e  61ectrophor6t ique,  e t  on  

p r6pare  ensu i te  une  so lu t ion  t a m p o n  k p a r t i r  d ' a c ide  p h o s p h o r i q u e  e t  de soude  en p ro-  

c6dan t  p a r  t&tonnemen t s  p o u r  l ' a m e n e r  au  m S m e  p~ e t  & la m S m e  conduc t i v i t 6  que  la  
so lu t ion  pro t6 ique .  

Essai P 44: Cristatbumine ~. 3.8o g pour ioo ml: 5o ml; POoH s M]2:I2.5 ml; PH de la solution: 
2.o; solution de pepsine purifi6e : 2 ml*. 

Le pr~l~vement initial de 20 ml est amen~ & pH 5.0 par 2 ml de soude normale, puis dilu~ par 
de l'eau distill6e jusqn'& nn volume de 34 ml, ce qui donne une conductivit6 adapt6e aux conditions 
exp6rimentales de l'61ectrophor~se. Par ailleurs, on pr6pare un m61ange de POaH s IV[/2 et de NaOH 
N/I de PH 5.0 que l'on dilue ensuite pour obtenir la mSme conductivit6 que dans la solution 

* I ml de cette solution de pepsine ajout6e & 32 ml de s6rum de cheval dilu6 au demi & PH 1.8 
amSne au bout de 2 heures & l'6tuve & 37 ° l'6galisation des r~actions du biuret effectu6es sur la solution 
prot6ique et le d6f6cat trichlorac6tique. 
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prot6iqne.  Les  pr61hvements  aprhs  I heu re  et demie  d 'hydro lyse ,  ~ PH 2.0 e t a  4 2°, et  apr~s 4 8 heu res  
5, 37 °, son t  t ra i t4s  de la m6mc  fa~on, le pi t  final apr6s add i t ion  de la soude normale  6 t an t  ici de 5.9. 

D i a g r a m m c s  61ectrophor6tiques (fronti~res ascendantes ) .  
a. Pr616x e m c n t  ini t ia l :  le t rac6 ne compor te  q u ' u n e  seule f ront ihre ;  la protdine  esk donc 61ectro- 

p h o r d t i q u e m e n t  homog6ne ;  d ' a u t r e  par t ,  on n 'obse rve  pas  de fausse-f ront i6re  (1o8oo secondes) ;  
b. Apr6s i heu re  e t  demie  d 'hydro lyse ,  le d i a g r a m m e  61ect rophorf t ique  es t  const i tu6,  au  bou t  

de 168oo secondes,  d ' an  moins  io  f rac t ions  group6es  en  un  sys tbme  m6d ian  et  (leux sys t~mes  la- 
t d r aux  (Fig. 6). 

Le sys t6me  m i g r a n t  vers  l ' anode  comprend ,  pa r  ordre  de mobil i t6  croissante ,  les f rac t ions  A1, 
Ac, A 2, - -  qu i  f o r m e n t  un  ddme  h6t6rog6ne,  - -  A 3 e t  A a. Ac cor respond  5. la prot6ine non  dig6r6e; 
A1, A2, A~, A 4 son t  des po lypept ides  qui, 5. PH 5.9, on t  des charges  61ectriques n6gat ives ;  nous  les 
d6signons sous le nonl  de c o n s t i t u a n t s  "ac ides" .  

Le sys thme  m6d ian  se d6place t rhs  16ghrement vers  la ca thode .  I1 compor te  e s sen t i e l l emen t  des 
c o n s t i t u a n t s  que  nous  appelons  " n e u t r e s "  (N) e t  une  fausse  f ront i6re  ~. 

Le sys thlne  m i g r a n t  vers  la ca thode  es t  form6 pa r  des po lypept ides  qui,  5. PH 5.9, on t  des charges  
61ectriques pos i t ives :  ce son t  les c o n s t i t u a n t s  "ba s i ques " .  On y d is t ingue,  pa r  ordre  de mobil i t6  
croissante ,  les f rac t ions  B1, B 2, Ba, B~. 

c. Apr~s 48 heu re s  d ' hyd ro l y se  peps ique  le d i a g r a m m e  61ectrophor4tique (18ooo secondes) 
compor te  6 f rac t ions  (Fig. 7); il s ' e s t  produi t ,  n o t a m m e n t ,  une  d i m i n u t i o n  i m p o r t a n t e  du s o m m e t  
c o r r e s p o n d a n t  ~ la prot6ine  non dig6r6e*. 

Le mode op6ratoire que nous venons de d6crire n'est pas encore parfait car, prati- 
quement, il est impossible de ramener exactement au m~me PH et ~ la m~me conductivit6 
les pr616vements successifs: de ce fait, on ne peut comparer les vitesses des fractions 
sur les tracks 61ectrophor6tiques aux diff6rents stades de l'hydrolyse, ce qui rend natu- 
rellement plus difficile l'identification de ces fractions. 

N6anmoins, l'exemple qui pr6c6de** suffit k montrer les avantages de cette troisi6me 
technique sur les deux pr6c6dentes. Elle permet notamment une r6solution plus compl6te 
des produits d'hydrolyse pepsique: les r6sultats ainsi obtenus prdsentent d6jh par eux- 
m~mes un trbs grand int6r&; ils constituent d'autre part un guide pr6cieux pour les 
recherches ult6rieures, en orientant la mise en oeuvre et en rendant possible le contr61e 
des autres m6thodes de Iractionnement et d'isolement. 

CONCLUSION 

L'dlectrophor¢:se diffdrentielle des produits d 'hydrolyse pepsique de l 'ovalbumine 
et de la cristalbumine permet l'identification de plusieurs fractions ayant  des mobilitds 
61ectrophordtiques diff6rentes. A Pn 5.9 il n 'y  a pas moins de zo fractions, dont 9 corres- 
pondent k des polypeptides et se r6partissent en trois groupes que, suivant le sens de 
leur daplacement, nous avons qualifi6s respectivement de basique (B 1, B 2, B a, et B4), 
ueutre (N) et acide (A 1, A 2, Aa, et A4). Ces comportements distincts doivent Otre attribu6s 
tr6s vraisemblablement ~t la prdsence, dans les chaines polypeptidiques, de radicaux 
amino-acides ayant  des charges 61ectriques diff6rentes. I1 est int6ressant de rapprocher 
ces divergences de la similitude de certaines propridt6s physico-chimiques de ces polypep- 
tides (poids mol6culaire, pouvoir et dispersion rotatoires, r6action du biuret) (voir 
page 2). Nous avons observ6 accessoirement, dans les premiers stades de l 'hydrolyse 

* L ' in t ens i t6  de la r6act ion du b iu re t  du d6f6cat t r ich lorac6t ique  est, ~ ce m o m e n t ,  p resque  
6gale 5, celle de la soIut ion prot6ique : o.88/i .  

** Nons  n ' a v o n s  pas  jug6 bon de mul t ip l ie r  les exemples  pour  ne pas  su rcha rge r  no t re  t ex t e ;  
les r6su l ta t s  ob t enus  au cours  des diff6rentes exp6r iences  son t  t ou t  ~k fai t  superposables  pour  le m~me 
pH de 5.9 ; parfois  la pr6sence d ' u n e  fausse-front i~re,  diff ici lement  6vitable,  r end  plus  malais6e l ' in ter -  
p r6 ta t ion  des clich6s. Les essais  effectuds ~ d ' a u t r e s  PH (3 .8 e t  5.o) abou t i s sen t  5, un  f r a c t i o n n e m e n t  
analogue,  nlais n a t u r e l l e m c n t  avec une  r ( 'par t i t ion u n  peu  diff6rente des composan ts .  
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pepsique de la cristalbumine, la libfration d'un constituant tr~s basique qui parait carac- 
tfristique de cette prot6ine. 

R~SUM~ 

La s6paration ~lectrophor6tique des produits d 'hydrolyse pepsique des prot6ines a 6t6 effectu~e 
suivant  3 modes op6ratoires: 

I. Hydrolyse peps.ique en solution ac6tique N/2 ou N/I, chlorhydrique ou sulfurique N/4o , N/5o; 
61ectrophor~se cons6cufive dans les m~mes milieux non tamponn6s: les produits d'hydroIyse migrent  
plus len tement  que la prot6ine intacte;  la s6paration des divers const i tuants  polypeptidiques est 
difficile. 

2. Hydrolyse pepsique en milieu sulfurique N/I o, 61imination quant i ta t ive  de SO4H 2 par  la baryte  
et  a jus tement  de la solution ~ a m6me conductivit6 que le tampon utilis6 pour l%lectrophor~se : la 
zone de PH 6tudi6e est  plus grande et  la s6paration des produits de digestion est plus net te ;  mais le 
sulfate de baryum a l ' inconv~nient d 'adsorber certains polypeptides. 

3. Hydrolyse pepsique en milieu phosphorique M/to, a jus tement  de la solution A un certain PH 
e t  une certaine concentrat ion en phosphates;  61ectrophor~se avec tampon phosphatique de m6me 
PH et de m6me conductivitY; A PH 5.9, on peut  s6parer 9 fractions correspondant ~ des polypeptides: 
4 composants "basiques" (B 1, B~, ]33, e t  Ba) 4 composants "aciaes" (AI, A~, A s e t  At), I ensemble de 
composants "neu t r e s"  (N). 

Ce f ract ionnement  61ectrophor~tique est  probablement  dfi A la presence, dans les chaines 
polypeptidiques lib6r4es au col:rs de l 'hydrolyse pepsique, d~ radicaux amino-acides ayan t  des 
charges 61ectriques difl:6rentes; il s'oppose ~ la similitude cte certaines propri~.t6s physico-chimiques 
de ces polypeptides. 

SUMMARY 

The electrophoretic fractionation of the split products resulting from the hydrolysis of proteins 
by pepsin was carried out  in three different ways : 

I. Peptic hydrolysis in acetic acid N/2 or N/I,  chlorhydric acid or sulphuric acid N/4o, N/5o; 
electrophoresis in the same solutions without  buffer; the hydrolysis products move more slowly than  
the original prote in;  the separat ion of the different polypeptides is difficult. 

2. Peptic hydrol3sis in sulphuric acid N[IO, el imination of SOaH 2 by Ba(OH)2 and ad jus tment  
of the solution to the same conductivity as the buffered solution used for the electrophoresis: i t  is 
possible to operate in a larger range of PH and the separation of the hydrolysis products is clearer; 
bu t  SO4Ba adsorb a ra ther  impor tan t  fraction of the polypeptides. 

3. Peptic hydrolysis in phosphoric acid M/io, ad jus tment  of the solution to a certain PH and a 
certain phosphate concentrat ion;  electrophoresis with a phosphate buffer of the same PH and con- 
duct ivi ty:  a t  PH 5.9 n:ne fractions can be identified, which correspond to polyp~ptiaes: 4 "basic"  
components (131, B2, t33, B4), 4 "ac id"  components (A v A2, As, A4), a group of "neu t ra l "  components(N). 

Thi ~ electrophorelic fract ionation depends probably from the presence, in the polypeptide chains 
set free during the pepr.ic digestion, of amino-acids bearing different electrical charges; this differen- 
t ia t ion  is opposed to the s imilar i ty of several physico-chemical properties of this polypeptides. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die elektrophoretische Trennung dcr Pepsinhydroiyseprodukte yon Eiweissk6rpern ist auf 3 
Arbeitsweisen ausgeffihrt worden: 

I. Pepsinhydrolyse in N/I  oder N]2 Essigs~Lure, N/4o , N/5o Salzs~ure oder Schwefels~ure; an- 
schliessend Elektrophorese in denselben ungepufferten Media: die Hyarolysenprodukte bewegen 
sich iangsamer als das intakte  Eiweiss; die Trennung der verschiedenen Polypeptidbestandteile 
ist  schwierig. 

2. Pepsinhydrolyse in N/ io  Schwefelsiiure, quant i ta t ive  Entfernung von H2SO 4 mi t  Bary t  und 
Just ierung der L6sung auf gleiche Leitfghigkeit wie der bei der Elektrophorese benutzte Puffer: 
die untersuchte pH-Zone is gr6sser und die Trennung tier Hydrolysenprodukte besser: das 13arium- 
sulfat ha t  aber aie unangenehme Eigenschaft, gewisse Polypeptide zn adsorbieren. 

3. Pepsinhydrolyse in M]io PhosphorsAure, Just ierung der L6sung auf einen bes t immten PH 
und eine best immte Phosphatkonzentra t ion;  ~21ektrophorese mit  Pbosphatpuffer yon gleichem PH 
und Leitverm6gen: bei pH 5.9 kann man 9 Fraktionen, aie Polypeptiden entsprechen, t rennen:  
4 "basisehe" Komponenten (t31, B,, 133 und ]34), 4 "saure"  Komponenten (A1, A2, A 3 und A4), und 
ein Gemisch "neu t ra le r"  Komponenten (N). 
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Diese elektrophoretische Frakt ionierung beruht  wahrscheinlich auf der Anwesenheit  von 
Aminosgureradikalen mi t  verschiedener elektrischer Ladun~ in den durch die Pepsinhydrolyse frei- 
gesetzten Polypept idket ten:  sie s teh t  im Gegensatz zu der Ahnlichkeit  gewisser physikalisch-chemi- 
scher Eigenschaften bei diesen Polypepfiden. 
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