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LA COMPOSITION DU LYSOZYME EN ACIDES AMINI% 

I. ACIDES AROMATIQUES, 

ACIDES DICARBOXYLIQUES ET BASES HEXONIQUES 

CLAUDE FROMAGEOT ET MICHEL PRIVAT DE GARILHE 

Laboratoire de Chimie biologique de la Faculty des Sciences (Paris) 

La possibilitk d’obtenir du lysozyme cristallisi: B l’btat purl, 2 et d’en contraler 
l’activite biologique3J 4, le caractkre enzymatique de cette substance et son poids molC- 
culaire relativement faible, rendent particuli&ement intkressant son choix comme 
matkriel pour l’btude de la structure d’une protkine. 

L’ktude de cette structure nkcessite la connaissance prkalable, aussi exacte que 
possible, de la teneur en Azote total, en Soufre et Cventuellement en Phosphore, et de 
la composition en acides amink de la proteine en question. Or, parce que les Auteurs 
qui se sont attach& & l’etude analytique du lysozyme n’ont eu jusqu’ici entre les mains 
qu’une substance beaucoup moins pure qu’ils ne pepsaient, et utilisaient des pro&d& 
analytiques parfois dbfectueux, les rares indications concernant le lysozyme, que l’on 
trouve actuellement dans la bibliographic sont, comme on le verra plus loin, souvent 
en d&accord les unes avec les autres. Aussi nous attachons-nous, dans le prCsent travail, 
B donner une premike skrie de rksultats concernant la composition et la teneur en divers 
acides amines du lysozyme pur. Nous avons Ctudii: B ce point de vue plusieurs Cchan- 
tillons de lysozyrne ; les uns ont Ct& p&par& par nous-m&mes, comme il est dit ci-dessous; 
un autre provient de “Armour Laboratories”, Chicago, Ill. D’aprk les indications 
foumies par ces laboratoireb, cet kchantillon a &6 prkpark comme les nBtres, mais n’a 
Cttk recristallise que trois fois. Sa teneur en azote est don&e comme t3ant de 16.8%, et 
son activitk, mesurke d’aprb GOLDWORTHY ET FLOREY~ sur Micrococczcs lysodeikticus, 
est de IOOOOOO d’unitCs/g. Nous distinguons par un astkrisque les rksultats obtenus i 
partir de cet kchantillon. 

Tous les rksultats analytiques sont ici calculks pour du lysozyme set (skchage k 
56”, sous 0.1 mm Hg) et sans cendre. Dans le cas des chiffres trouv6s dans la littkrature, 
et citCs & titre de comparaison, ceux-ci ont &C recalculb, lorsqu’il a Cti: nkessaire, de 
telle sorte qu’ils correspondent kgalement & la protkine s&he et sans cendre. 

PRBPARATION DU LYSOZYME 

Le lysozyme est prepare B partir du blanc d’ceuf selon la methode de ALDERTON ET FEVOLD~. 

Le produit cristallis6 obtenu directement au sein du blanc d’oeuf par alcalinisation de ce dernier a 
pi 9.5, suivie de l’addition de 5 ‘$h de chlorure de sodium et maintien =3 4O pendant 4 B 5 jours, con- 
tient au plus 40 Q 50 y0 de lysozyme. On recueille ce produit cristallisk par centrifugation, on le lave 
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& deux reprises par une solution de chlorure de sodium a 5 o/0 ajustQ ir pi 9.5 par addition de soude. 
On en extrait le lysozyme en dissolvant celui-ci par une solution dilu&s d’acide acetique, de pB 4.6 
a 5.6. On centrifuge pour eliminer les parties non solubles qu’on lave deux fois a l’acide acetique 
dilue. On r&unit les solutions acetiques dont le volume total doit &tre environ le huitibme de celui 
du blanc d’oeuf initial. On recristallise une premiere fois le lysozyme par addition de soude jusqu’a 
pi 9.5 et de 5 y0 de chlorure de sodium, et en maintenant 5 jours a 4’, comme pour la cristallisation 
initiale. On recolte les cristaux, puis, apres les avoir laves par la solution alcaline de chlorure de sodium 
on les redissout dans un volume d’acide acetique dilue Bgal environ au vingtieme du blanc d’ceuf 
initial. La solution obtenue n’est pas encore limpide; on la centrifuge, puis on la filtre, toujours en 
la maintenant a 4’. A la solution alors limpide, on ajoute 5 y0 de bicarbonate de sodium. Le lysozyme 
precipite, d’abord amorphe, puis il cristallise. On acheve la purification par dissolutions dans l’acide 
acetique et precipitations par le bicarbonate, rep&&es encore quatre fois, en filtrant eventuellement 
les premieres solutions acetiques. Les deux dernieres doivent rester limpides. A partir de 150 ceufs 
de taille moyenne, on obtient ainsi finalement environ 3 g d’un produit parfaitement cristallise en 
prismes allonges* se dissolvant instantanement dans l’acide acetique dilue en donnant une solution 
parfaitement limpide. Son activite biologique, mesuree par son action lysante vis-a-vis de Micrococcus 
lysodeikticws, selon la technique de BOASSON*, et comparee a ceile du blanc d’oeuf dilui: pris comme 
etalon, est Cgale a celle indiquee par ALDERTON et coE.1 pour le lysozyme Blectrophoretiquement pur. 
En outre, sa composition en acides amines ne varie plus 21 partir de la quatrieme recristallisation; 
cette remarque est particulierement importante en ce qui concerne le tryptophane, beaucoup plus 
abondant que dans les autres proteines, et la methionine qui manque au contraire completement. 
Une contamination par une autre proteine, par l’ovalbumine, par exemple, dont les teneurs en trypto- 
phane et en methionine sont respectivement de 1.3 %s et de 5.0 %‘, se manifesterait par une baisse 
apparente de la teneur en tryptophane et la presence apparente de methionine dans le lysozyme. 

DOSAGE DE L’AZOTE TOTAL 

Le dosage de l’azote total du lysozyme exige soit que l’on tienne compte des cendres 
correspondant aux sels toujours plus ou moins entrain& au tours de la cristallisation, 
soit que l’on elimine auparavant totalement ces sels. L’elimination des sels se fait par 
dialyse contre l’eau distillee courante. Etant don& le poids moleculaire relativement 
faible du lysozyme, la dialyse provoque la perte d’une certaine quantite de la substance. 
On arrive nCanmoins a obtenir une solution pratiquement debarrassee de sels, qui, 
dCssCchCe sous vide + froid, fournit du lysozyme pur, sous forme dune poudre blanche 
floculente. Le dosage de l’azote total a CtC fait ici tout d’abord par micro-Kjeldahl, aprb 
15 heures de minbralisation, en presence d’acetate mercurique comme catalyseur; on 
sait que la mineralisation des proteines au tours du micro-Kjeldahl reste parfois in- 
completes; d’autre part, l’azote du tryptophane se montre particulibrement resistant 
a la mineralisations. Or, le lysozyme contient, comme on le verra plus loin, des quantites 
dlevees de tryptophane. 11 nous a done paru utile de confronter les resultats obtenus 
avec ceux foumis par le dosage de I’azote total par micro-Dumas. Les resultats obtenus 
correspondant a la moyenne de deux dosages, exprimes en azote total pour cent du 
produit set et sans cendres, sont les suivants: 

Micro-Kjeldahl: 16.6; 16.7*; Micro-Dumas: 16.7. 
Nous considerons ainsi que la teneur en azote total exprimke en pour cent du 

lysozyme set et sans cendres, est dgale a 16.7. C’est cette valeur que nous utilisons dans 
le present travail pour ramener au lysozyme pur les resultats analytiques. Cette valeur 
differe nettement de celles publiees precedemment: 15.851s; 13.311; 16.412. 

ANALYSE QUALITATIVE DES ACIDES AMINJiS DU LYSOZYME 

Avant de proceder a I’analyse quantitative des acides amines constituant le lyso- 
zyme, nous avons cherche a caracteriser qualitativement leur presence. L’hydrolysat 
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chlorhydrique obtenu comme il est dit plus bas a Cte soumis a la chromatographie de 

partage bidimensionelle sur papier, selon la methode maintenant classique de CONSDEK, 

GORDON ET MARTINEZ, en utilisant comme solvant, d’une part, du phenol, d’autre part, du 

butanol, tous deux additionnes de 0.1% de cupron. Les acides amines suivants ont pu 

&tre mis nettement en evidence: glycocolle, alanine, shrine, cystine, threonine, valine, 

leucine, isoleucine, tyrosine, phenylalanine, acide aspartique, acide glutamique, lysine. 

arginine, histidine. Manquent : le tryptophane, detruit au tours de I’hydrolyse chlorhy- 

drique, mais dont on verra qu’il existe en forte proportion dans la molecule de lysozyme, 

l’hydroxyproline qui semble ne pas exister, et la proline et la methionine, qui n’existent 

certainement pas. 

DOSAGE DU TRYPTOPHANE 

A une quantite comprise entre 2 et 6 mg de lysozyme, on ajoute 2 ml d’une solution 

de soude N contenant 35 mg de gelatine, selon les indications de GRAHAM et ~01.14, 

l’ensemble &ant place dans un tube scelli: que l’on maintient deux heures & 110“ selon 

HESS ET SULLIVAN~~J 16. Le dosage colorimetrique du tryptophane est fait a l’aide de 

p-dimethylaminobenzaldehyde, par la methode de BATE+‘. 11 foumit les valeurs sui- 

vantes, exprimees en tryptophane pour cent de lysozyme: 

7.5; 7.4; 7.5. Moyenne: 7.47. 

Valeurs publikes preddemment : 2.4 I*; 8.0~~. 

Nous contirmons ici l’observation de GRAHAM et co1.14, B savoir que lorsque du 

tryptophane pur est trait6 par la soude en tube scelle dans les conditions que nous 

venons d’indiquer, l’intensite et la stabilite de la coloration produite sont nettement 

accrues si le traitement a lieu en presence de gelatine; il ne s’agit pas la seulement d’une 

protection du tryptophane contre sa destruction: en effet, I’intensite de la coloration 

qui se forme a partir de tryptophane trait6 8. chaud en presence de gelatine comme il 

vient d’Ctre dit, est superieure a celle que l’on obtient a partir du melange des mCmes 

quantitb de tryptophane et de gelatine non soumis a la chaleur (Tableau I). 

TABLEAU I 

INFLUENCE DU TRAITEMENT PAR LA CHALEUR DU M&LANGE TRYPTOPHANE + GlkLATINE SUR LA 

COLORATION FOURNIE PAR LE TRYPTOPHANE DANS LA M$THODE DE BATESl’ 

0.1 ml d’une solution aqueuse contenant 520 pg de txyptophane sont ajoutks P z ml d’une solution 
de soude N contenant 2.5 yO de @atine. 

A= 
B= 
D= 

Soumis B IIO’ en tube scellt: pendant z heures. 
Non trait& 
Densite optique mesurke pour A = 600 rnp, sous I cm. 

D 
Solution - 

I II 

A 0.768 0.787 
B 0.690 9.714 

11 est done essentiel, comme le recommandent GRAHAM et co1.14, de preparer un 

tube temoin constitue par du tryptophane pur et de la gelatine. 
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D’autre part, Y. MOULB now a aimablement communiqu& les rtsultats de dosages de trypto- 
phane exkutks selon la mkthode de VOISENET~O portant sur le lysozyme, provenant de Armour 
Laboratories, soit avant toute hydrolyse : 7.64 %*,.soit apr&s hydrolyse alcaline : 7.83 %*. Cesrksultats, 
obtenus par une m&hode analytique autre que celle que nous avons utiliske ici, confirment les nbtres 
d’une faGon satisfaisante. 

DOSAGE DE LA TYROSINE 

Le dosage de la tyrosine est fait soit sur des hydrolysats alcalins, soit sur des 
hydrolysats acides du lysozyme. 

Dosage SW hydrolysats al&ins. Une quantite .voisine de IOO mg de lysozyme est 
traitCe en tube scelle par z ml de soude 5 N pendant 18 heures A 110’. L’hydrolysat 
obtenu est ensuite soumis A l’analyse d’aprbs FOLIN ET MARENZI~~. Les rbultats, 
exprim& en tyrosine pour cent de lysozyme sont les suivants: 

3.85; 3.81; moyenne: 3.83. 

Valeur publibe pr&Sdemment : 4.918. 
FRAENKEL-CONRAT et c01.~~ ont ind.iquC uue valeur chromogbne maxima de 12.4%, 

calculh en tryptophane, correspondant au dosage, par le rhactif de FOLIN, d’apr2ls 
HERRIOT~~ de l’ensemble tyrosine + tryptophane sur le lysozyme hydrolysC par la 
pepsine, aprcs dknaturation par la chaleur en milieu acide. Exprimant en tryptophane 
la valeur de 3.83 ci-dessus, soit 4.32 et l’ajoutant A la valeur de 7.47 obtenue pour le 
tryptophane, on trouve pour la somme tyrosine + tryptophane, exprimCe en trypto- 
phane, 11.79% ; cette demi&re valeur ne diff&re que de 5% de celle que FRAENKEL- 
CONRAT et col. ont mesurCe directement. L’accord est satisfaisant entre ces deux dbter- 
minations faites par des voies di‘ffCrente.s. 

Dosage SW hydrolysats acides. Des dosages de tyrosine ont BtB exkutks sur la fraction “aroma- 
tique” des hydrolysats acides obtenus comme il est dit plus bas, par colorim&rie comme dans le cas 
des hydrolysats alcalins. Les r&sultats, exprimbs en tyrosine pour cent de lysozyme, sont les suivants: 

3.30; 3.17; 3.67. Moyenne: 3.38. 

Ces rkltats sont nettement infbrieurs B ceux que l’on trouve ap& hydrolyse alcaline. Cette infkrio- 
ritB est I’indice d’une destruction sensible de la tyrosine. Si celle-ci parait en effet resister B toute 
destruction par les acides a chaud en l’absence de tryptophane ou en prbence de faibles quantitks 
de cet acide amin@, elle est au contraire entralnke vers une destruction partielle, de l’ordre de IO 
& 20 ‘/& quand elle se trouve, comme ici, en presence d’une quantitk importante de tryptophane. Aussi 
est-ce seulement aux valeurs de tyrosine obtenues apres hydrolyse alcaline que nous attribuons une 
signification prkise. 

DOSAGE DES BASES HEXONIQUES ET DES ACIDES DICARBOXYLIQUES 

IOO mg environ de lysozyme sont trait&, en tube scellC, par 3 ml d’acide chlor- 
hydrique 5.5 N A IIO’ pendant 24 heures. Le liquide obtenu est &aporG A set, sous vide, 
A la tempkrature ordinaire, en prCsence d’acide sulfurique, d’anhydride phosphorique 
et de potasse en pastilles. Le rCsidu est repris par l’eau distillCe, celle-ci est CvaporCe, 
cette opCration &ant rCpCtCe encore deux fois. Le residu est repris par l’eau et I&&e- 
ment al&i&C (jusqu’& teinte nettement rose de la phCnolphtal$ne) par addition de 
lithine N (environ 1.5 ml). L’ammoniac dCplacC est entrain6 sous vide par la vapeur 
d’eau, recueilli et dose. Les r&sultats exprim6s en mg d’azote pour IOO mg de lysozyme 
sont les suivants: 

x.69; 1.63; 1.71; 1.69. Moyenne: 1.68. 
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On sait que cet ammoniac correspond pour la majeure partie a l’azote des groupe- 
ments amides, et pour une part beaucoup plus faible, a la decomposition du tryptophane 
et de certains acides amines tels que la serine et la threonine. 

La solution debarrassee d’ammoniac est soumise a la serie successive des chromato- 
graphies telles qu’elles sont d&rites par FROMAGEOT, JUTISZ ET LEDERER~~, dans I’ordre : 
adsorption sur silice, adsorption sur charbon et adsorption sur alumine. On obtient 
ainsi les fractions correspondant a chacun des Cluats: bases hexoniques, acides amini-s 
dicarboxyliques, acides amines aromatiques, puis au filtrat final: acides amines neutres 
autres que les derives aromatiques. Nous n’etudions ici que les acides amines des trois 
premieres fractions. 

BASES HEXONIQUES 

La chromatographie de partage sur papier d’une gouttelette prelevee sur la fraction 
eluee de la silice, apres concentration sous vide, montre que seules les bases hexoniques 
sont presentes dans cette fraction. Leur separation est done bien specifique. 

L’azote total de I’ensemble des bases hexoniques correspondant a IOO mg de lyso- 
zyme, est, en mg: 

5.54; 5.61; 5.58. Moyenne: 5.58. 

Le dosage de l’k%%e se fait par la methode de PAULI, selon la technique de 
MCPHERSON~~. Etant don&e la faible proportion de l’histidine par rapport a l’arginine 
presente, il &ait necessaire de verifier que cette derniere ne gene pas le dosage colori- 
mCtrique de l’histidine. 11 en est bien ainsi. Les valeurs trouvees pour l’histidine, ex- 
primees en base libre pour IOO de lysozyme, sont les suivantes: 

0.97; 0.91; 1.02; 0.91. Moyenne: 0.95. 

11 Ctait indispensable de savoir si une destruction notable de I’histidine n’avait pas 
lieu au tours de l’hydrolyse. Nous avons done trait6 par l’acide chlorhydrique dans les 
conditions d&rites plus haut, un m&urge des trois bases hexoniques et de tryptophane, 
dans des proportions voisines de celles oh ces acides amines existent dans le lysozyme. 
Apres elimination et dosage de I’ammoniac forme, la solution a et6 soumise a une 
chromatographie sur silice, suivie d’une elution. L’arginine et l’histidine ont et& do&es 
dans l’eluat. Les resultats obtenus sont indiques dans le Tableau II. 

TABLEAU II 
DESTRUCTION PART1EI.L.E DE L’HISTIDINE PAR CHAUFFAGE EN MILIEU ACIDE EN PRdSENCE DE 

TRYPTOPHANE 

Composition du melange en acides amines Azote Retrouvk par Perte 

(mg) (mg) dosage % 

Arginine base r2.00 . . . . . . . . . . . 
Histidine base 0.89 . . . . . . . . . . . 
Lysine base 4_3r . . . . . . . . . . . 
Tryptophane 7.00 . . . . . . . . 

3.86 12.20 0 

0.24 0.77 13.5 
0.82 - - 

0.96 - - 

N de NH, form&: 0.087 mg. 
N du fitrat: 0.973 mg. 
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11 appara& ainsi qu’une par-tie non negligeable de l’histidine est dkuite aucours 
du traitement par l’acide chlorhydrique. Le chiffre de 0.95% obtenu pour la teneur 
du lysozyme en histidine doit done &tre con-@ par addition de 0.13, ce qui donne, pour 
cette teneur, une valeur de 1.08. 11 convient de remarquer que la correction en question 
ne peut Ctre rigoureuse: I’histidine est en effet vraisemblablement plus labile quand 
elle est combinee dans la protCme que lorsqu’elle se trouve a l’etat libre. 

Valeur publike precedemment : 2.612. 
Le dosage de l’arginine se fait par la methode de SARAGUCHI, selon la technique 

de MCPHERSON~~. Nous avons v&if% que ce dosage n’est pas g&C par la petite quantite 

d’histidine presente. Les valeurs trouvees pour l’arginine exprimk en base libre pour 
cent de lysozyme, sont les suivantes: 

12.8; 13.5; 13.5; 13.6. Moyenne: x3.3. 

Valeur trouvee anterieurement: 11.6%~~. 

L’estimation de la Zysine resulte du calcul suivant: N Lysine = N bases totales 
(5.58) - N Arginine (4.22) - N Histidine (0.31) = 1.05 mg. 

D’oti, pour la lysine, exprimee en pour cent de lysozyme: 5.5. 
Valeur trouv&e anterieurement: 5.8x12. 

ACIDES AMINI& AROMATIQUES 

La chromatographie de partage sur papier dune gouttelette p&levee sur la fraction 

Cluke du char-bon, apres concentration sous vide, montre que seules la tyrosine et la 

phenylalanine sont presentes, en tant qu’acides amines, dans cette fraction. 11 apparait 
done que la destruction du tryptophane est pratiquement totale dans les conditions 
d’hydrolyse realisees ici, et que les substances qui en rCsultent ne rckgksent pas B la 
ninhydrine. 

L’azote total de la fraction CluCe du charbon, correspondant a IOO mg de lysozyme 
sec. et sans cendres, est, en mg: 

0.89; 0.80; 0.86. Moyenne: 0.85. 

C’est sur cette fraction Bluee du charbon quest edcute le dosage de la tyrosine, 
dont iI a ete question plus haut, et le dosage de la phenylalanine. 

La faible intensite de la tache correspondant A la ~h@zylakznine aprGs chromato- 

graphie de partage sur le papier, indique que la proportion de cet acide amine dans la 
fraction en question est inferieure ou au plus egale a celle de la tyrosine. Le dosage de 
la ph&rylalanine par colorirrktrie selon la methode de KAPELLER-ADLER% ne peut se 

faire en presence de tyrosine; la destruction prealable de cette demiere par le perman- 
ganate de potassium, rklisable lorsque la quantitk de tyrosine n’est pas trop importante 
par rapport a celle de la phenylalanine, n’aurait guere de sens ici, ou la tyrosine est en 

excits par rapport a la phenylalanine. Nous avons done determine la quantite de phenyl- 
alanine prkente par un autre pro&de: on verra plus loin que le nombre de residus de 
tyrosine par mohkule de lysozyme (poids moleculaire = 13900) est de 3. Le nombre 
de molCcules de phenylalanine, d’apr&s ce qui vient d’dtre dit, ne peut dorm dtre Bgal 
qu’a un, deux ou au maximum trois. Nous avons done fait des solutions de tyrosine et 
de ph&rylalanine correspondant, en ce qui conceme la tyrosine, a la concentration de 
la fraction dluke du charbon provenant de l’hydrolyse du lysozyme, et contenant tme, 
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deux ou trois molecules de phenylalanine pour trois molecules de tyrosine. La compa- 

raison de l’intensite des taches foumies par ces solutions avec celle des taches fournies 

par la solution Cluee du charbon, apres chromatographie sur papier (chromatographie 

unidimensionnelle avec du butanol comme solvant) et traitement a la ninhydrine, nous 

a permis de decider sans hesitation possible que le lysozyme renferme deux molecules 

de phenylalanine pour trois molecules de tyrosine. 

En ce qui concerne l’azote total de la fraction Cluee du charbon, il convient de faire 

la remarque suivante: L’azote de la tyrosine (0.26 mg) + I’azote de la phenylalanine 

(0.20 mg) retranches de l’azote total (0.85) de la fraction, laissent 0.39 mg d’azote 

correspondant aux produits de decomposition du tryptophane. Ce n’est que 38% de 

l’azote du tryptophane (1.02 mg). Des experiences, dans le detail desquelles nous 

n’entrerons pas ici, faites sur le comportement du tryptophane et de ses produits de 

decomposition au tours des differentes operations dont il s’agit ici, montrent que la 

perte en azote du tryptophane est due, pour la plus grande part, a la retention dune 

fraction importante des produits de decomposition du tryptophane par le charbon. 

Une telle retention a d’ailleurs ete observee deja par G. SCHRAMM ET J. PRIMOSIGH~~. 

C’est 8. quelques irregularit& dans cette retention que l’on doit surtout attribuer les 

variations observees dans l’azote total contenu dans les fractions Bluees du charbon, 

fractions provenant de differentes operations concernant cependant une m&me quantite 

initiale de lysozyme. 

ACIDES DICARBOXYLIQUES 

La chromatographie de partage sur papier d’une gouttelette prelevee sur la fraction 

CluCe de I’alnmine aprb concentration sous vide, montre que seuls en tant que substances 

reagissant a la ninhydrine l’acide aspartique et l’acide glutamique sont presents dans 

cette fraction. La separation des acides dicarboxyliques est done bien specifique. 

L’azote total de l’ensemble des acides dicarboxyliques correspondant a IOO mg 

de lysozyme est, en mg : 

2.55; 2.67. Moyenne: 2.61. 

Le dosage de l’acide aspartique est fait tout d’abord par la methode de FROMAGEOT 

ET COLA@, d&ivant de celle indiquee autrefois par FROMAGEOT ET HEITZ~~, rendue 

specifique pour l’acide aspartique par la separation prealable de cet acide des autres 

acides amines generateurs d’acetaldehyde. Les valeurs trouvees, pour cent de lysozyme, 

sont les suivantes: 

10.2; 10.1. Moyenne: 10.2 

Une deuxieme serie de dosages a &C executee par la methode de FISHER, PARSONS 

ET MORRISON~~, dans des conditions qui seront exposees en detail dans le travail suivant. 

La moyenne des resultats obtenus dans la mesure des surfaces de 19 taches correspond 

a une teneur en acide aspartique de 10.9% de lysozyme. Cette valeur est en excellent 

accord avec la prbcedente, obtenue par une voie tout a fait differente; la moyenne 

g&&ale est ainsi de 10.6%. Aucune autre valeur concemant la teneur du lysozyme en 

acide aspartique ne semble avoir bte publiee jusqu’ici. 

Le dosage de l’acide glutamique est fait par la methode de FISHER, PARSONS ET 

MORRISON~O; les determinations ont porte sur 9 taches. La moyenne des resultats 

obtenus correspond a une teneur en acide glutamique de 3.0% de lysozyme. 
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Valeur trouvee anterieurement : 3.5 x31. 

89 

En ce qui conceme l’azote total de la fraction CluCe de l’alumine, il convient de 
faire la remarque suivante: l’azote de l’acide aspartique (1.10 mg) + l’azote de l’acide 
glutamique (0.30 mg) retranche de l’azote total (2.61 mg) de la fraction, laisse 1.21 mg 
d’azote de nature non definie. Plusieurs observations nous ont montre que c’est seule- 
ment dans le cas du lysozyme, particulierement riche en tryptophane, que l’on observe 
ainsi un exces de l’azote total de la fraction CluCe de l’alumine, sur l’azote correspondant 
8. la somme des deux acides dicarboxyliques. Nous en concluons que cet azote en exces 
correspond a des produits de decomposition du tryptophane. 

DISCUSSION DES RfiSULTATS 

L’ensemble des r&hats precedents est group& dans le Tableau III. 

TABLEAU III 
TENEUR DU LYSOZYME EN DIVERS ACIDES AMINlk 

Le teneur du lysozyme en azote total est consider&e comme dgale a 16.7 %. 

Acide amine T Acide amine pour Ioo 
de lvsozvme 

Calcule 

, 
Trouve 

Poids molecu- Nombre 
laire minimum de 

du lysozyme Residus 

Tryptophane . . . 7.33 
Tyrosine . . . . . 3.91 
Ph6nylalanine . . z-37 

7.47 z 730 
3.83 47z” 
- - 

AC. aspartique . . 10.5 10.6 1380 

AC. glutamique . . 3.17 3.0 . - 

Arginine . . . . . 
Histidine . . . . 
Lysine. . . . . . 

Moyenne : 

13.7 13.4 1300 
1.11 1.08 I4350 
5.25 5.5 2 650 

- 

T 

- 

- 

5 
3 
2 

TI 

3 

II 

I 

5 

Poids 
molkulaire 
du lysozyme 

13650 
14’50 

- 

13800 
- 

I4 3oo 
I4350 

I I3250 

I3900 

Ces premiers resultats permettent en premier lieu de pr&Ger le poids mokulaire 
du lysozyme. Ce poids mokulaire a CtC don& comme &ant successivement de 25000~~, 
18ooo~~, 175001, 14000 a 170001, 13000~~ et 13900 f 600~~. 

A priori, la valeur la plus siire doit &tre 13900 f 600 qui est foumie par une etude 
de la diffraction des rayons X. Les resultats analytiques obtenus ici sont en excellent 
accord avec cette demibre valeur. Le dosage de l’histidine et celui de la tyrosine, dont 
il existe respectivement un et trois residus par molecule de lysozyme, sont particuliere- 
ment interessants a ce point de vue. 

En ce qui conceme la valeur trouvee pour l’acide glutamique, celle-ci est sensible- 
ment inferieure a 3.17%, valeur qui correspondrait a la presence de trois residus d’acide 
glutamique dans une molecule de lysozyme de poids moleculaire de 13900. 11 semble 
nknmoins que le nombre de residus d’acide glutamique soit,bien ici de trois; le fait de 
trouver aprb hydrolyse acide une valeur inferieure, peut s’expliquer en effet par la 
destruction de l’acide glutamique au tours de cette hydrolyse, notamment par sa 
cyclisation bien connue en acide pyrolidone-carbonique. Le dosage de l’acide g&unique 
a Bte effectue ici par comparaison avec les donnees foumies par un melange d’acide 
glutamique et de tryptophane, en proportion convenable, trait6 par l’acide chlor- 

Bibliografihie p.90191. 
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hydrique dans les conditions de l’hydrolyse; mais il est vraisemblable que la labiliti: 
de l’acide &&unique combine dans le lysozyme est superieure a celle du mCme acide 
& 1’Ctat libre. 

D’autre part, en ce qui conceme la teneur en acides dicarboxyliques totaux, celle-ci 
correspond a la presence de 14 groupements carboxyliques en w. Or, d’apres les donnees 
de FRAENKEL-CONRAT=, on peut calculer que le lysozyme contient 14 groupements 
amides pour un poids mokulaire de 13900. La molecule de lysozyme ne renfermerait 
ainsi aucun groupement carboxylique libre, les acides aspartique et glutamique s’y 
trouvant entierement sous forme de leurs amides respectifs. 

D’autre part enfin, le lysozyme apparait comme une proteine particulierement 
riche en tryptophane. Si l’on ne tient pas compte de la gramicidine, qui est un polypep- 
tide et non une proteine, on ne connait guere, jusqu’ici, que le venin d’abeille qui 
presente une teneur comparable en tryptophane35. 

RESUME 

L’analyse du lysozyme pur, cristallise, prepare 21 partir du blanc d’muf selon la methode de 
ALDERTON ET FEVOLD, a Bte faite en utilisant la technique de separation des acides amines en groupe, 
qui a et6 d&rite precedemment par FROMAGEOT, JUTISZ ET LBDERER. Cette analyse Porte ici sur les 
acides aminb aromatiques, les bases hexoniques et les acides dicarboxyliques. Les resultats obtenus, 
exprimes en residus par molecule de lysozyme de poids moleculaire Bgal a 13900, sont les suivants: 
tryptophane 5, tyrosine 3, phenylalanine z, acide aspartique II, acide glutamique 3, arginine II, 
histidine I, lysine 5. Les valeurs trouvees, en particulier pour l’histidine et la tyrosine, permettent 
de determiner un poids moleculaire (13900) en excellent accord avec celui que PALMER, BALLANTYNE 
ET GALVIN ont calcule B partir des don&es fournies par la diffraction des rayons X. 

SUMMARY 

Pure crystallized lysozyme, prepared from egg white using the method of ALDERTON AND 
FEVELD, has been analysed by separation of the amino-acids into groups, as described by FROMAGEOT, 
JUTISZ, AND LEDERER. The analysis concerned aromatic amino-acids, hexonic bases and dicarboxylic 
acids. The results expressed in radicals per molecule of lysozyme are as follows: tryptophan 5, 
tvrosine 3. phenvlalanine z, aspartic acid I I, glutamic acid 3. arainine I I, histidine I. lvsine =,. These 
figures, esp&ialiy the ones forhistidine and-t-yrosine, allowthedetermination of a rnoiecula; weight 
(13 goo) in excellent agreement with that calculated by PALMER, BALLONTYNE, AND GALVIN from the 
results of X-ray diffraction spectra. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Reines, kristallisiertes Lysozym, welches aus Eiweiss nach der Methode von ALDERTON UND 
FEVOLD hergestellt worden war, wurde nach der von FROMAGEOT, JUTISZ UND LEDERER friiher 
beschriebenen Trennungsmethode der Aminosauren in Gruppen analysiert. Diese Analyse erfasst 
hier die aromatischen Aminosauren, die Hexonbasen und die zweibasischen Sluren. 

Die erhaltenen Resultate sind in Resten pro Lysozymmolekiil vom Molekulargewicht 13900 
wie folgt ausgedriickt: Tryptophou 5, Thyrosin 3, Phenylalanin a, Asparaginsaure 14. Glutamin- 
saure 3, Arginin rr, Histidin I, Lysin 5. 

Aus diesen Werten, insbesondere aus denjenigen fur Histidin und Thyrosin. kann fur das 
Molekulargewicht ein Wert (13900) bestimmt werden, der mit dem von PALMER, BALLANTYNE UND 
GALVIN aus Rontgenstrahlendifktionen errechneten ausgezeichnet iibereinstimmt. 
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