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LA COMPOSITION DU LYSOZYME EN ACIDES AMINI~S 
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Dans une publication precedente 1, nous avons donne une premiere serie de resultats 
concernant la teneur du lysozyme en les acides monoamin~s monocarboxyliques aroma- 
tiques, monoamin6s dicarboxyliques et diamines monocarboxyliques. Apr~s hydrolyse 
de la proteine par l'acide chlorhydrique, ces differents types d'acides amines avaient 
ete s6pares les uns des autres par les chromatographies successives decrites par 
FROMAGEOT, JUTISZ ET LEDERER ~. I1 restait k etudier quantitativement la composition 
de la fraction correspondant au frltrat final de ces chromatographies, fraction contenant 
1'ensemble des acides monoamines monocarboxyliques non-aromatiques; en outre, il 
convenait de determiner sur un hydrolysat special la proportion de cystine et de recher- 
cher la presence 6ventuelle de cysteine darts la mol6cule proteique; enfin, il 6tait indis- 
pensable de fixer la teneur du lysozyme en soufre total et 6ventuellement en phosphore. 

Les donnees du travail precedent avaient 6t6 obtenues k partir de carbonate de 
lysozyme, dont la teneur en azote total 6tait de I6.7 %. n paratt pr6ferable de les rap- 
porter au lysozyme isoelectrique, prepar6 en pr6cipitant le lysozyme de sa solution 
acetique non plus par le bicarbonate de sodium, mais par la soude, ~ PH voisin de IX. 
D'apr~s les indications que Mr. FRAENKEL-CONRAT nous a aimablement communiquees, 
la teneur en azote total du lysozyme iso61ectrique sec et sans cendres est de 18.6 %. 
Ce chiffre precise des donnees obtenues recemment par WmTE~ SECOR ET CARTER LONG 8, 
d'apr~s lesquels la teneur en azote total du lysozyme isoelectrique seralt de 18.3 k I8.5 %. 
Nous avons nous-mgmes effectue des dosages d'azote total sur du lysozyme isoelectrique, 
seche apres avoir 6te soigneusement debarass6 de toute mati~re minerale; les r6sultats 
trouves: i8.45; 18.55; 18.65; moyenne: 18.5 %, confirment compl~tement ceux des 
Auteurs californiens. Dans ce qui suit, les resultats sont calcuIes pour du lysozyme iso- 
~lectrique, sec et sans cendres, de teneur en azote total 6gale k 18.6%. 

D'autre part, dans le travail precedent, nous avons calcule la teneur en histidine 
en "corrigeant" de + 13% la valeur par analyse de l'hydrolysat. Cette correction sem- 
blair devoir etre faite par suite de la destruction que subit l'histidine lorsqu'on la traite 
dans les conditions de l'hydrolyse par l'acide chlorhydrique en presence de tryptophane. 
Etant  donne l'importance de la determination exacte de la teneur en histidine dont il 
n'existe qu'un residu dans la molecule de lysozyme, nous avons repris l'etude du com- 
portement de cet acide amine au cours de son chauffage en milieu chlorhydrique en 
presence non plus seulement d'arginine et de tryptophane, mais aussi de cystine, de 
serine et de threonine, dans les proportions off ces acides amines existent darts le lyso- 
zyme. Le melange: Histidine, HC1, H20 1.22 rag, arginine I2 rag, lysine, HC1 5.3 mg, 
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t ryptophane  7.5 mg, s~rine 6.o mg, thr~onine 4.5 mg, cystine 8.o mg est trait6 par 3 ml 
d'acide chlorhydrique 6 N en tube scell6 ~t 115 ° pendant 24 heures. Apr~s ~limination 
de l 'ammoniaque,  chromatographie sur silice puis 61ution des bases adsorb~es, on dose 
l 'histidine dans l'~luat. On retrouve 98 ~ lOO% de la quantit6 initiale. Dans les conditions 
r6alis~es, tout  ~ fait comparables aux conditions dans lesquelles se trouve l 'histidine 
au cours de l 'hydrolyse, cet acide amin6 ne subit aucune destruction. La teneur en 
histidine du carbonate de lysozyme, ~ 16.7% d'azote total, dolt donc ~tre ramen6e au 
chiffre que nous avions trouv~, sans modification, de o.95%, ce qui correspond ~ u n  
poids mol6culaire de 16 300 pour le carbonate de lysozyme; il en r~sulte que les nombres 
des r6sidus de la phupar t  des autres acides amines doivent 8tre augment~s de une ou 
de deux unit~s. En particulier, les nombres des r6sidus d'arginine et de lysine passent 
de I I  ~ 13 et de 5 a 6 respect~,vement. 

En admettant ,  d'aprbs la teneur en axginine et en lysine, l 'existence de 19 groupes basiques 
capables de fixer chacun un groupe COaH-, on peut calculer que le poids mol6culaire de 163oo, 
trouv6 pr6c6demment pour le carbonate de lysozyme, doit 6tre diminu6 de i 2oo environ pour corres- 
pondre ~ celui du lysozyme iso61ectrique; la teneur en azote total de ce lysozyme, calcul6e ~ partir  
de celle du carbonate, serait de I8.I~/o, chiffre qui se rapproche de fagon satisfaisante des valeurs 
mesnr~es directement. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

I. ACIDES AMINI~S NEUTRES NON-AROMATIQUES, AUTRES QUE LA CYSTINE ET LA CYSTI~INE 

La  chromatographie de partage sur papier de gouttelettes pr61ev~es sur le filtrat 
final apr~s concentration sous vide montre  que cette derni~re fraction ne contient plus 
ni acide amin6 neutre aromatique, ni acide amin6 dicarboxyliqne, ni base hexonique. 
La s~paration des acides amines neutres non-aromatiques est donc bien sp6cifique. Pour 
diff6rents hydrolysats,  l 'azote total  de cette fraction, correspondant ~ IOO mg de lyso- 
zyme est, en mg: 

5.73; 5.78; 5.85; 5.97; 6.55; Moyenne: 5.98. 

Pour le dosage de la plupart  des acides amines de la fraction en question, nous avons 
employ~ soit seul, soit k c6t~ d'une autre m~thode sp~cifique, le proc~d~ de FISHER, 
PARSONS ET MORRISON 4. On salt que ce procSd~ est bas6 sur le fait que les surfaces des 
taches obtenues par  chromatographie de partage sur papier, selon CONSDEN, GORDON 
ET MARTIN 5, d 'un m61ange d'acides amines k concentrations convenables, sont propor- 
tionelles aux logarithmes des concentrations des acides amines auxquels ces taches 
correspondent. La d6monstration de cette relation, a ~t~ fournie r6cemment par  
BRIMLEY s. Pour utiliser ce proc~d6, nous ~tablissons une ~chelle de r~f~rence pour 
chacun des acides amin6s ~tudi6s, sur la m~me feuille de papier (Whatman no. I), et dans 
des conditions identiques, en plagant au sommet de la feuille de papier des volumes de 
l 'ordre de 5 # 1, aussi 6gaux que possible de solutions contenant l 'acide amin6 en question, 
k des concentrations convenablement 6chelonn6es. Sur la m~me feuille, nous disposons 
des m~mes volumes de diverses dilutions de la solution dont il s 'agit de d6terminer la 
concentration en l'acide amin6 6tudi6. Par  t~tonnements, on arrive ~ avoir apr~s 
d6veloppement et r6v~lation un hombre suffisant de taches utilisables pour permettre  le 
calcul d 'une moyenne ayant  une signification pr6cise. Le nombre des taches utilis6es pour 
l '6tablissement de telles moyennes est indiqu6 ci-dessous entre parentheses; l 'approx-  
imation des r6sultats est donn~e par  la valeur de la d~viation standard a. Le d6veloppe- 

Bib l iograph ie  p .  5~7 . 



VOL. ~ (1950) ACIDES AMIN]~S DU LYSOZYME 5 1 I  

m e n t  es t  fa i t  au m o y e n  de ph6nol  dans  le cas du glycocolle,  de l ' a lan ine ,  de la  s~rine et  
de la  thr~onine,  e t  de b u t a n o l  dans  le cas de la val ine,  de la  leucine, de l ' isoleucine,  de 
r h y d r o x y p r o l i n e  e t  de la  prol ine.  Chacun des so lvants  con t ien t  o . I  % de cupron.  L a  
r~v~lat ion est  effectu~e p a r  la  n inhydr ine  en solut ion k 0.2 % dans  le bu tano l ,  sauf  
dans  le cas de la  prol ine,  oil selon ACHER, FROMAGEOT ET JUTISZ 7 on ut i l ise  l ' i sa t ine  k 
o .2% dans  le b u t a n o l  addi t ionn6 de 4% d 'ac ide  acdt ique pur .  La  mesure  des surfaces 
des taches  se fa i t  ell lumi~re jaune ,  d i rec tement  sur  le pap ie r  ~ chromatograph ie ,  
l ' a ide  d ' u n  p lanim~tre .  La  fiddlitd et la prdcision de la mdthode  ddpendent ,  d 'une  pa r t ,  
de fac teurs  inhdrents  ~ la mdthode  el le-mdme:  prdcision du vo lume de la  solut ion ddpos~e 
sur le papier ,  homogdnditd du ddve loppement  et  de la rdvdla t ion;  et,  d ' a n t r e  pa r t ,  de 
la  na tu r e  des acides aminds, don t  cer ta ins  donnen t  des taches  mieux  ddlimit~es clue 
d ' an t r e s .  

Les rdsu l ta t s  sont  expr imds  ici en mg  d ' ac ide  amin6 l ibre pour  IOO mg de lysozyme.  
Les  chiffres donnds pour  chaque  acide amin6 p a r  la mdthode  qui  leur  est  Sl~Cifique sont  
la  moyenne  de p lus ieurs  dosages exdcutds sur  des h y d r o l y s a t s  diffdrents.  E t a n t  donn~e 
l ' iden t i t6  des rdsu l ta t s  t rouves  k p a r t i r  soit  du lysozyme prdpar6 p a r  nous-m~mes,  soit  
du  lysozyme " A r m o u r " ,  il nous a p a r e  inut i le  de cont inuer  k les dis t inguer .  

Glycocolle: Mdthode de ALEXANDER, LANDWEHR ET SELIGMAN 8 5.8. Mdthode de 
FISHER et al.: 5.3 ( I I )  a = O.13. Moyenne gdndrale:  5.6. 

Alanine: Mdthode de FISHER e t a / . :  6.1 ( I I )  a = 0.70. 
S~rine: Mdthode de DESNUELLE, ANTONIN ET NAUDET 9 7-2. 

Les rdsultats obtenus dans les dosages de la sdrine concordent bien entre eux, lorsque ces dosages 
8ont effectuds sur des 6chautillons d'une m~me hydrolysat; ils peuvent au contraire prdsenter des 
4maxts atteignant 4o%, lorsque les dosages sont fails sur des 6chantillons d'hydrolysats diffdrents. 
C_,e phdnom~ne dolt 6videmment ~tre attribud/~ la labilitd particuli~re de la sdrine engagde dans la 
molecule de lysozyme; cette labilit6 entratne une certaine destruction de racide amind, variable d'une 
ot~ration t~ l'autre, au cours de rhydrolyse par racide chlorhydrique. Qu'il s'agisse bien d'une labilit6 
paxticuli~re de la sdrine combinde, ressort de l'expdrience suivante: un mdlange de sdrine, de thr~onine 
et de tryptophane, en proportions voisines de ceUes off ces acides aminds existent dans xoo mg de 
lysozyme, a dtd traitd par 3 ml d'acide chlorhydrique 5.5 N ~ l'dbullition pendant I8 heures. Les 
chiffres du Tableau I montrent que 8% seulement de la sdrine et 4% de la thrdonine ont dtd d~truits. 
Ces chiffres sont tout t~ fair du m~me ordre de grandeur que ceux publids pax RE~.S x0. 

TABLEAU I 
DESTRUCTION DE LA S~RINE ET DE LA THR]~ONINE LIBRES EN PP-J~SENCE DE TRYI?TOPHANE PAR 

TRAITEMENT ~ L~ACIDE CHLORHYDRI~UE 

Acides aminds dans le Acides aminds retrouvds 
mdlange initial (mg) (rag) 

Sdrine 6.8 6.2 5 
Thrdonine 5.z 5.o 
Tryptophane 7.5 

Sdrine dosde pax la mdthode de DESNUELLX, A~XOmN ET NAUDETS; thrdonine par la mdthode 
de WINNICK 11. 

Nous n'avons donc conservd des rdsultats fournis par les dosages de la sdrine que les plus 61evds, 
les considdrant d'ailleurs seulement comme des valeurs minimum, mdme apr~s la majoration que nous 
leur avons fair subir pour tenir compte des donndes du Tableau I. 

Thr~onine: M~thode de WINNICK 11 5.2. M~thode de FISHER et ~ .  5.2 (7) a = 0.31. 
Les r~sul ta ts  fournis  p a r  ces dosages donnen t  lieu anx  m~mes remarques  que ceux 
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obtenus avec la sdrine. La thrdonine poss+de donc elle aussi dans le lysozyme une labilit6 
particuli~re. Les r~sultats obtenus sont major6s ici de 4 % pour tenir compte des donn~es 
du Tableau I; mais comme dans le cas de la sdrine, nous ne les considSrons que comme des 
valeurs minima. 

M~thionine: Mdthode de LAVINE 12 O.O. Recherche par chromatographie sur papier o. 
Valine: Mdthode de FISHER et al. 6.2 (19) a = 0.66. 
Leucine: Mdthode microbiologique de SCHWEIGERT, MCINTYRE, ELVEHJEM ET 

STRONG 13 ~t 1'aide de Lactobacillus arabinosus 7.0. Mdthode de FISHER et al. 7.0 (4) 

a = 0.45. 
Isoleucine: Mbthode de FISHER et a2. 6.2 (4) a = o.12. 
Proline: La chromatographie sur papier, avec rdvdlation par l'isatine 7 ne montre 

aucune trace visible de proline. 
Hydroxyproline: La chromatographie sur papier ne permet de ddceler aucune trace 

visible correspondant ~ l 'hydroxyproline, et ce, aussi bien par r~action avec la nin- 
hydrine qu'avec l'isatine. Nous en concluons ~t l'absence d'hydroxyproline dans le 
lysozyme. 

II. CYSTI~INE ET CYSTINE 

CystOine: Le dosage des groupes sulfhydryles totaux 6ventuellement prdsents dans 
la moldcule de lysozyme, avant  toute hydrolyse, a 6t~ effectu~ par la mdthode de 
ANSOl~ 14, selon le procdd6 de DESNUELLE ET ROVERY 15, ~. l'aide de ferricyanure en 
prdsence de doddcylsulfate. La prdcision de la mdthode permet d'affirmer qu'il existe 
moins de 0.8 groupe sulfhydryle par moldcule de lysozyme. I1 n 'y  a donc pas de cystdine 
dans le lysozyme. Ce rdsultat est contraire aux observations de ABRAHAMI6; il est 
contraire 6galement aux conclusions de MEYER, THOMPSON, PALMER ET KHORAZO 17, 
d'apr~s lesquels la prdsence de groupes sulfhydryles serait ndcessaire ~ l'activit~ enzyma- 
tique du lysozyme. Mais il est en plein accord avec les donndes r~centes de FRAENKEL- 
CONRAT TM. 

Cystine: Pour le dosage de la cystine, nous avons hydrolys6 le lysozyme selon la 
mdthode de MILLER ET DU VIGNEAUD19: IOO mg de lysozyme sont traitds ~t l'dbullition 
~t reflux par un mdlange de 5 ml d'acide clllorhydrique concentr6 pur, 3 ml d'acide for- 
mique pur ~ 96 % et I ml d'eau. La majeure partie de l'acide chlorhydrique et la totalit6 
de l'acide formique sont dlimindes par les ~vaporations habituelles. Le dosage de la 
cystine est effectu6 selon FOLIN ET MARENZI 2°, d'aprds le procdd6 de LOGG 21. Ce dosage 
a lieu soit directement sur l 'hydrolysat, soit apr~s sdparation des divers groupes d'acides 
aminds, d'apr~s FROMAGEOT, JuTisz ET LEDERER 2, sur la fraction des acides aminds 
neutres non-aromatiques. Dans ce dernier cas, la cystine a 6t~ prdalablement rdduite 
en cyst~ine par l'hydrog~ne sulfurd. La valeur trouvde pour la cystine exprimde en mg 
d'acide amin6 libre pour IOO mg de lysozyme est de 8.o. Valeur trouvde antdrieurement 
7.9 TM. D'autre part, nous avons prdpar6 un mdlange contenant: cystine 7.2 rag, t rypto- 
phane 7.2 mg, thrdonine 4.9 mg, sdrine 5.8 rag, c 'est-k-dire renfermant ces acides aminds 
en proportion voisine de celle oh ils se trouvent dans le lysozyme, et nous avons vOrifi~ 
que le traitement d'un tel mdlange par l'acide chlorhydrique en prdsence d'acide for- 
mique ~t chaud, dans les conditions qui viennent d'etre indiqudes, ne provoque aucune 
destruction sensible de la cystine libre. Par contre, le traitement du m~me mblange par 
l'acide chlorhydrique seul en tube scelld, sous vide, k chaud, dans les conditions habi- 
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tueUes de l 'hydrolysO, aboutit k une destruction de 12 % de la cystine. La quantit6 
de cystine trouv6e dans le lysozyme soumis k un tel traitement est de 6.7 %, ehiffre 
qui corrig6 de I2 % pour teuir compte de la destruction subie par la cystine libre, corres- 
pondrait k une teneur du lysozyme en eystine de 7.5 %. Cette derni~re valeur est sensi- 
blement inf6rieure k celle de 8.0 trouv6e plus haut. I1 apparalt ainsi quela  cystine engag6e 
dans la mol6cule de lysozyme est plus labile que la eystine libre. 

III. SOUFRE TOTAL ET PHOSPHORE TOTAL 

Le dosage du sou]re total du lysozyme a 6t6 fait par nous-m~mes k l'aide de la micro- 
bombe de PARR, et par MM. WEILER ET STRAUSS, Microanalytical Laboratory, Ox]ord. 
Le soufre total correspondant ~ IOO mg de lysozyme est, en rag, de 2.53 (moyenne de 
5 dosages). Cette valeur diff~re notablement de celles publi6es ant6rieurement: o.721~; 
2.1622; 3.6 le. 

D'apr~s les r6sultats obtenus par MM. WEILER ET STRAUSS, la teneur du lysozyme 
en phosphore est nulle. Valeur trouv6e ant6rieurement: 0.28 %17. 

DISCUSSION 

Nous avons calcul6, pour une teneur en azote total de 18.6 %, la teneur du lysozyme 
iso61ectrique non seulement en les acides amines neutres non-aromatiques, mais aussi 
en les autres acides amin6s dos6s pr6c6demment 1. L'ensemble des r6sultats obtenus est 
pr6sent6 dans le Tableau II. 

Les chiffres du Tableau II  donnent lieu aux remarques suivantes: 
I. Le poids mol6culaire du lysozyme iso61ectrique, tel qu'il r6sulte de l'ensemble 

des donn6es analytiques est de 147o0 -4- 250, en accord satisfaisant avec celui que l'on 
peut calculer, comme il a 6t6 dit plus hant, k partir  du poids mol6culaire du carbonate 
de lysozyme. 

2. En ce qui concerne le soufre et la eystine, les 5 r6sidus de cystine trouv6s dans la 
prot6ine correspondent k IO atomes de soufre; or il y a, dans le lysozyme, 12 atomes de 
soufre, pas de cyst6ine ni apparemment de m6thionine. II faut donc admettre, ou bien 
que la prot6ine contient 6 r6sidus de cystine et non pas 5, ou bien qu'elle renferme une 
autre substance contenant du soufre. La premiere de ces hypotheses pourrait s 'appuyer 
sur la constatation faite plus haut  clue la eystine en combinaison dans le lysozyme est 
plus labile que la cystilte libre; on pourrait alors supposer que m~me lorsque l 'hydrolyse 
de la prot6ine est effectu6e en pr6senee d'aeide formique, la cystine subit une certaine 
destruction au moment oh elle se trouve en cours de lib6ration, k l'6tat "naissant" en 
quelque sorte. Dans la seconde de ces hypotheses, 61iminant route possibilit6 de la 
pr6sence de sulfate ou de cyst6ine, on pourrait penser que le lysozyme contient de la 
m~thionine et que celle-ci 6chapp6 ~t nos analyses; en fait, d'apr~s des renseignements 
aimablement communiqu6s par MM. H. FRAENKEL-CoNRAT ET J.  C. LEwis,  le lysozyme 
contiendrait une quasltit6 de m6thionine qui fournirait k peu pros les 2 atomes de soufre 
manquant.  Quoiqu'il en soit, chacun des atomes de soufre pr6sent clans la prot6ine 
correspond A un atome d'azote. 

3- En ce qui concerne l'acide glutamique, les r6sultats analytiques fournissent un 
hombre de r6sidus de 3.3 pour un poids mol6eulaire de la prot6ine de 14700. Nous avons 
arrondi ce nombre ~ 4 6tant donn6 d'une part  que la m6thode analytique utilis6e est 
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TABLEAU II 
COMPOSITION D U  LYSOZYME E N  SOUFRB,  PHOSPHORE ET A C ID ES AMIN]~S 

A = 616ment ou acide amin6 
N = azote de l'acide amin6 pour ioo d'azote du lysozyme. (Pour le soufre, poids pour ioo d'azote 

du lysozyme) 
T ~--- quantit6 d'6Mment ou d'acide amin6 trouv6e, exprim6e en poids pour Ioo de lysozyme 

iso61ectriqne, sec et sans cendres 
C = quantit6 d'61¢ment ou d'acide amin6 calcul6e en admettant que 147oo g de lysozyme renfer- 

ment exactement le nombre d'atomes ou de r6sidus indiqu6 sous R 
D i f - -  I T - - C ]  Ioo 

C 
R ----- hombre d'atomes ou de r6sidus calcul6s A partir des donn6es analytiques, pour x47oo g de 

lysozyme 
PM ----- poids mol4culaire calcul4 A partir des donn6es exp6rimentales 

Soufre 
Phosphore 
Glycocolle 
Alanine 
S6rine 
Cyst6ine 
Cystine 
Thr6onine 
M4thionine 
Valine 
Leucine 
Isoleucine 
Proline 
Hydroxyproline 
Ph6nylalanine 
Tyrosine 
Tryptophane 
Ae. aspartique 
Ac. glntamique 
Lysine 
Histidine 
Arginine 
N amid6 ) 
N divers d 

N 

13.6 
O,O 

5.6 
5.2 
5.1 
O.O 

5.0 
3.3 
0 . O  

4.0 
4.0 
3.6 
O . O  

O.O 

I.I  
1.6 
6.2 
6.7 
1.7 
6.'2 
1.53 

25.6 

I0.0 

T 

2.53 
O.O 

5.6 
6.1 
7.2 
o.o 
8.0 
5.3 
O.O 

6.'2 
7.0 
6.2 
O.O 

O . O  

2.3 
3.8 
8.3 

11.8 
3.3 
6 . o  

1.o5 
14.8 

i .86 

2 . 6 2  

5.61 
6.05 
7.15 

8.15 
5.67 

6.36 
7.I3 
6.25 

2.25 
3.7 ° 
8.32 

11.8 
4.o0 
5.95 
I . o 5  

15.4 

Dif 

- - 6  

O 

O 

o 
I 

- - 2  

H 7 

- - I  

r - -  2 

O 

3 
o 

o 

- - 1 7  
o 

o 

- - 4  

R 

I 2  

O 

i i  
io 
io 
o 
5 
7 
o 

8 
8 
7 
O 

o 

'2 

3 
6 

I3 
4 
6 
l 

I3 

PM 

15200 

147oo 
14600 
1460o 

14800 
1490o 
147oo 

145oo 
1470o 
14700 

14600 
14700 
15300 

Azote total 96. 4 Poids mol6culaire moyen: 14700 i 25 ° 

p e u  pr6cise  et  p e n s a n t  d ' a u t r e  p a r t  q u ' i l  ex i s t e  p lus  de  chances  d ' o b t e n i r  ici u n  r6su l t a t  

p a r  d6faut ,  p a r  su i te  de  d e s t r u c t i o n  au  cours  de  l ' h y d r o l y s e ,  q u ' u n  r6su l t a t  p a r  exc~s. 
4. Les  r6su l t a t s  t r ouv6s  p o u r  la  t y r o s i n e  ne  son t  pus les m 4 m e s  apr6s  h y d r o l y s e  

ac ide  ou  h y d r o l y s e  a l c a h n e l ;  duns  ce de rn i e r  cas, ils son t  s e n s i b l e m e n t  sup6rieurs .  N o u s  
a v i o n s  a t t r i b u 6  c e t t e  diff6rence k u n e  d e s t r u c t i o n  pa r t i e l l e  de  la  t y ro s ine  au  cours  de  
l ' h y d r o l y s e  ac ide  en  pr6sence  de  t r y p t o p h a n e .  Mais  la  p r o p o r t i o n  de  t y r o s i n e  d6 t e rmin6e  

apr~s h y d r o l y s e  a lca l ine  d e v i e n t  ici t r o p  f o r t e ;  cel le  q u e  l ' o n  t r o u v e  apr6s h y d r o l y s e  

ac ide  s ' a c c o r d e  au  c o n t r a i r e  tr~s b i en  a v e c  la  t e n e u r  en  h i s t i d ine  duns  u n  r a p p o r t  de 
3 a i .  Auss i  a v o n s  nous  repr i s  duns  le T a b l e a u  I I  p o u r  la  t y r o s i n e  les chiffres  fourn is  
p a r  l ' h y d r o l y s e  aeide.  P e u t - 4 t r e  les chiffres  p lus  61ev6s, o b t e n u s  apr~s h y d r o l y s e  a lca l ine  
s ' e x p l i q u e n t - i l s  p a r  une  16g6re o x y d a t i o n  de  la  t y ro s ine  qu i  d o n n e r a i t  u n  p r o d u i t  

(polyph6nol)  k p o u v o i r  c h r o m o g ~ n e  p lus  g rand .  
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5. Le bilan de l'azote des diff~rentes fractions isol~es par ekromatographie, et des 
cliff,rents groupes d'aeides amines s'~tablit comme il est indiqu~ dans le Tableau III. 

TABLEAU I I I  
R]~PARTITION DR L'AZOTE ENTRE LES DIFIr/~RENTES FRACTIONS ET LES DIFF]~RENTS GROU, PRS 

D°ACIDES AMIN]~S 
Azote exprim~ en pour ioo de l 'azote to ta l  

Fraction s4par6e par  
chromatographie 

Basique 
Neutre aromatique 
&cide 
Neutre non-aromatique 
&zote amid6 et divers 

Azote to ta l  

Azote to ta l  de 
la fraction 

33"3 
5.I 

X5.6 
32.2 
IO,O 

96.2 

Azote des acides amines contenus 
darts la fraction 

Trouvd 
II 

33.3 
8.9 
8.4 

35.8 
I0.O 

96.4 

Calcul~ 
I I I  

34"3 
8.7 
8.7 

37.4 
IO.O 

99.2 

L'accord entre les chiffres correspondant ~ l 'azote "bas ique"  est obligatoire, puisque Fazote 
de la lysine a 6t6 calcul~ pr~cis6ment ~ par t i r  de l 'azote to ta l  de la fracldou basique. En  ce qui  con- 
cerne l°azote "neut re  aromatique",  la diff&ence entre le c h i ~ e  de ]a colonne I, d°une part ,  e t  les 
chi~res des colonnes I I  ou III ,  d 'au t re  part ,  est due ~ la destruction du t ryptophane;  la somme azote 
(tyrosine) -}- azote (ph6nylalanine) correspondant ~ 2 .7% de l 'azote to ta l  de la prot~ine, 2 . 4 ~  
correspondent ainsi soit au t ryp tophane  lui-m~me, soit ~ ses produits  de d6composition ayan t  con- 
serv6 un  caract&re aromatique;  pros des deux tiers du t ryp tophane  a 6t6 d6trui t  en perdant  son carac- 
t~re aromatique. La  fraction "acide" cont ient  beaucoup plus d'azote clue la somme acide aspar t ique 
+ acide glutamique. II est vraisemblable qu'~ l 'azote de cette somme dolt 8tre ajout6 celui de produi ts  
acides azot6s non-aromatiques provenant  de la d6composition du t ryptophane,  soit environ 4.O~/o 
de l 'azote to ta l  de la prot6ine. L'exc~s de 3.4% d'azote to ta l  qui subsiste dans la fraction "acide"  
apr~s cette addit ion peut  s 'expliquer par  la r6tention d 'une pat t ie  de la cystine, incomp1~tement 
r6duite au cours des manipulat ions sur la colonne d 'alumine i. Peut-~tre aussi existe-t-il dans le lyso- 
zyme un peu plus des acides monoamin6s dicarboxyliques que n 'en  ont  r6v616 nos dosages sp6cifiques. 
Quoiqu'il  en soit, une telle diff6rence entre l 'azote total  de la fraction "acide" et  l 'azote de la somme 
des acides amin6s dicarboxyliques ne se maniieste pas dans le cas d 'une s6rie d°autres prot6ines la. 
La  fraction "neut re  non-aromatique" contient  moins d 'azote que l 'ensemble des acides amin6s 
correspondants;  cel~ s°explique par  le fair que la cystine a 6t6 dos6e ~ part ,  sur un  hydrolysat  sp6clal, 
et  ajout~e par  le calcul aux autres acides am/n~s de cette cat6gorie. II est impossible de dire comment  
s 'est comport~ l 'azote de la cystine au cours du fract ionnement des hydrolysats obtenus dans les 
conditions ordinaires. 

6. On peut calculer approximativement la proportion d'azote amid6 en admettant 
que sur les 1.86 mg d'azote dos6s sous forme d'ammoniac, 0.3 mg proviennent de la 
d6composition du tryptophane, de la s6rine et de la thr6onine; il y aurait ainsi 16 
groupes amid6s clans la mol6cule de lysozyme, c'est ~ dire un de moins que de r6sidus 
d'acides dicarboxyliques*. 

CONCLUSIONS 

Admettant un poids mol~culaire de I47oo et une teneur en azote total de I8.6% 
pour le lysozyme, on trouve.que le nombre total des atomes d'azote qu'il renferme est 
I95. Les analyses du pr6sent travail ont permis de d6terminer la nature de I9X d'entre 
eux. La 16g~re difference qui subsiste peut n'~tre qu'apparente et due au fait que le 

* D'apr~s FEAENIra~L-CoNRAT u,  l 'azote amid6 repr6sente 9 .4% de l 'azote to ta l  du lysozyme 
iso61eetrique, ce qui correspond ~ 17 ou i8 groupes amid6s dans la mol6cule. 
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po ids  mol6cu la i r e  t r o u v 6  p o u r  la  p ro t6 ine  est  un  peu  t r o p  61ev~: un  poids  mol~cula i re  

de  1440o  c o r r e s p o n d r a i t  p r~c i s6men t  h 191 a t o m e s  d ' a z o t e  dans  la mo l6cu le ;  ma i s  c e t t e  
d i f fe rence  p e u t  8t re  due  aussi  ~ ce que  q u e l q u e s  r6sidus d ' ac ides  amin6s  a i en t  6chapp6 

a u x  analyses .  D e  nouve l l e s  i n v e s t i g a t i o n s  p o u r r o n t  seules  dire  s ' i l  en  est  ainsi,  et, si 

oui,  k que l s  ac ides  amin6s  d e v r o n t  ~tre a t t r i bu~s  les q u e l q u e s  a t o m e s  d ' a z o t e  en exci~s. 

N o u s  s o m m e s  h e u r e u x  d ' e x p r i m e r  ici nos  r e m e r c i e m e n t s  h MM. H.  FRAENKEL- 

CONRAT ET J .  C. L E w i s ,  q u i  nous  on t  tr~s a i m a b l e m e n t  c o m m u n i q u 6  les r6su l t a t s  de 

leurs  r e che rches  sur  le rnSme su je t ,  e t  d o n t  les c r i t i ques  et  les sugges t ions  nous  o n t  

6t~ p a r t i c u l i ~ r e m e n t  ut i les ,  h M. P.  DESNUELLE a u q u e l  nous  d e v o n s  u n e  p a r t i e  des 

a n a l y s e s  c o n c e r n a n t  la  s~rine, la  t h r 6 o n i n e  et  les g roupes  su l fhydry les ,  et  ~Mel l e  

T.  SI~JOURN~ qu i  a ex6cu t~  les dosages  m i c r o b i o l o g i q u e s  de la leuc ine .  

R~SUM~ 

Calcul6s pour une teneur en azote de la prot6ine iso61ectrique, s6che et sans cendres, de x 8.6 ~/o, les 
r6sultats des analyses des aeides amines du lysozyme sont les suivants: Glycocolle 5.6, alanine 6.L 
s~rine 7.2, cyst6ine o, cystine 8.o, thr~onine 5.3, m~thionine o, valine 6.2, leucine 7.0, isoleucine 6.2, 
proline o, hydroxyproline o, ph6nylalanine 2.3, tyrosine 3.7, tryptophane 8.3, acide aspartique 11.8, 
acide glutamique 3.3, histidine i.o5, lysine 6.0, azote amid6 et divers 1.86, soufre 2.53, phosphore o%.  
Ces chiffres permettent de d~terminer le poids mol6culaire du lysozyme is~lectrique: 14 700 4- 250. 
Le calcul du hombre de r~sidus de chaque acide amin~ montre que la nature de 98% au moins des 
atomes d'azote contenus dans la prot~ine a pu 6tre 6tablie; il permet de donner une premiere formule 
brute du lysozyme: 

Glyll  Alal0 S6rlo [(Cy.S),~ 5 ou 6 Met0 ou 2 Thr~ Val 8 Leu s Ileu~ Ph62 Tyr~ Try 6 Asp13 Glu 4 (.NH~)~ 
Lys s His I Argl~. 

SUMMARY 

The results of amino-acid analyses of lysozyme calculated for a total nitrogen content of 18.6% 
in the dry, ashless, iso-electric protein are as follows: glycine 5.6, alanine 6.1, serine 7.2, cystein o, 
cystine 8.o, threonine 5.3, methionine o, valine 6.2, leucine 7.o, isoleucine 6.2, proline o, hydroxy- 
proline o, phenylalanine 2.3, tyrosine 3-7, tryptophan 8.3, aspartic acid 11.8, glutamic acid 3.3, 
histidine I.o 5, lysine 6.0, amido and other nitrogen 1.86, sulphur 2.53, and phosphorus o%. These 
figures allow the determination of the molecular weight of iso-electric lysozyme as being 14 7oo 4- 25 o. 
The calculation of the number of residus of each amino-acid shows that  the nature of at least 98% 
of the nitrogen atoms in the protein can be established. I t  enables a first molecular formula of lyso- 
zyme to be given: 

Glyll  Alalo Serlo [(Cy.S)2] ~ or ~ Meto or 2 Thr7 Vals Leus IleY7 Phe~ Tyr 3 Try s Asp1 ~ Glu~ (.NH~)I~ 
Lys 6 His 1 Argl3. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Berechnet ffir einen Gesamtstickstoffgehalt yon I8.6~/o ffir das isoelektrische, trockene und 
aschefreie Protein, sind die Ergebnisse der Analysen der AminosAuren des Lysozyms folgende: 
Glykokoll 5.6, Alanin 6.1, Serin 7.2, Cystein o, Cystin 8.0, Threonin 5.3, Methionin o, Valin 6.2, 
Leucin 7.o, Isoleucin 6.2, Prolin o, Hydroxyprolin o, Phenylalanin 2.3, Tyrosin 3.7, Tryptophan 8.3, 
AsparaginsAure 11.8, GIutamins~ure 3.3, Histidin 1.o5, Lysin 6.o, Amidostickstoff und verschiedener 
N 1.86, Schwefel 1.86 und Phosphor o~/o. Diese Zahlen gestatten die Bestimmung des Molekular- 
gewichts des isoelektrischen Lysozyms zu 146oo + 25o. Die Berechnung der Anzahl der Einheiten 
yon jeder Aminos~ure zeigt an, dass die Natur yon mindestens 98~o der im Protein enthaltenen 
Stickstoffatome festgestellt werden konnte; sie erlaubt die AufsteUung einer ersten Bruttoformel 
des Lysozyms : 

Glyll  Alaso Ser~o [(Cy.S)~]5 offer s Met0 oder~ Thr~ Yal s Leu s Ileu~ Phe~ Tyr~ Try s Aspl s Glu 4 
(.NHI)I 6 Lys s His s Argl 8. 
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R%u le 3 juin 1949 

Correction apr~s ~preuves : 

Apr~s de nouvelles investigations sugg~r~es par une discussion avec Dr FRANKEL- 
CONRAT, nous avons trouv~ que le lysozyme contient 2.3% de mGthionine et 1.3% de 
proline, soit 2 r~sidus de chacun de ces acides aminGs par molGcule de lysozyme. Le 
dGtail de ces investigations sera donn6 ultGrieurement. 


