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par 
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Pendant longtemps on a consid6r6 la pepsine, la trypsine et la chymotrypsine 
comme des "prot~inases" en soulignant que ces enzymes attaquent les prot~ines et 
qu'elles se diff~rencient des "peptidases" hydrolysant les peptides. Cette mani~re de voir 
a 6t6 critiqu~e r6cemment par BERGMA~S qui, dans une s6rie de t ravaux 1, ~, 3, 4, a montr~ 
que des liaisons appartenant h des peptides synth6tiques tr~s simples peuvent 8tre 
scind6es par les "prot6inases" pourvu que ces liaisons relient certains amino-acides 
d6termin~s et qu'elles soient environn6es de groupements ionis6s convenables. L'auteur 
propose alors d'appeler ces enzymes des endopeptidases s. 

Parmi les peptides synth6tis6s par BERGMASN, la carbo benzoxy-L-glutamyl- 
L-tyrosine semble constituer un substrat de choix pour la pepsine. Ce peptide pr6sente 
trois traits caract6ristiques: il poss~de deux fonctions COOH, il est d6pourvu de fonction 
NH 2 et il contient un amino-acide aromatique sur le c6t~ amine de la liaison sensible. 
Or, d~s que l'un de ces traits s'att6nue ou disparalt, l'action enzymatique diminue ou 
m~me s'arr~te compl~tement. 

Ces observations sont ~videmment int6ressantes, mais elles ne semblent pas, comme 
l'avait cru BERG~ANN, conduire k une th6orie g6n6rale de l'action pepsique sur les 
peptides. HARRINGTON ET PITT-RIVERS s ont en effet montr~ clue la tyrosylcyst6ine, bien 
que non-conforme aux crit~res de BERGMANN, est cependant hydrolys~e par la pepsine. 
Des 6tudes ult~rieures portant  sur une s6rie beaucoup plus vaste de peptides synth6tiques 
devront doric ~tre entreprises avant que des conclusions pr6cises puissent ~tre formul6es 
dans ce domaine. 

A plus forte raison, les t ravaux pr~c6dents ne laissent rien pr6juger de l'action de 
la pepsine sur ses substrats naturels, les pro~ines. Tout au plus sugg~rent-ils l'id~e que 
cette action est peut-~tre sp6cifique, c'est-k-dire qu'eUe est dirig~e sur certains types de 
liaisons peptidiques de pr6f~rence aux autres. 

Quand une liaison peptidique d'une prot~ine est rompue par hydrolyse, il apparMt 
dans le milieu une fonction a-NHa et une fonction a-COOH nouveUes. Si les amino- 
acides auxquels appartiennent ces fonctions pouvaient 6tre d6termin6s, la nature de la 
liaison serait alors connue et, du m~me coup, l'influence qu'exerce cette nature sur la 
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stabilit~ de la liaison. Malheureusement, seuls les a-NH 2 peuvent, ~ l'heure actuelle, 
~tre caract~ris~s d'une mani~re simple'. 

Quoi qu'il en soit, une premiere tentative en vue de d~;eler une Sl~Cificit~ 6ventuelle 
de l'action pepsique a ~t~ r~cemment effectu~e par LAIN#. Observant que les hydrolysats 
pepsiques de z6ine contiennent des quantit~s importantes d'ammoniaque et que l'on 
y trouve, apr~s traitement ~ l'acide nitreux, de l'acide oxyglutarique, l 'auteur en conclut 
que la pepsine attaque pr6f6rentieIIement au sein de la z~ine les liaisons dans lesquelIes 
la glutamine se trouve impliqu~e par sa fonction amine'*. Cette interpretation prate 
d'ailleurs ~ la critique, car les hydrolysats ~tudi~s par LAINE sont vieux de 52 jours. 
En outre, des techniques beaucoup plus satisfaisantes sont maintenant k notre disposition 
pour caract6riser les a-NH~ des prot~ines: celle de I'oxydation periodique et, surtout, 
ceIIe de GANGER au fluorodinitrobenz~ne 9. GrAce ~ eIIes, nous avons r~cemment montr~ 
que l'acide chlorhydrique concentrt et froid hydrolyse dans les prot~ines les liaisons 
"s6rine" et "thr~onine . . . .  notablement plus vite que les autres liaisons peptidiques. 

II nous a paru int~ressant d'appliquer ces deux techniques aux hydrolysats enzy- 
matiques bien qu'elles ne soient pas susceptibles tL elles seules de r6soudre compl~tement 
le probl~me de la sp~cificit6 de la pepsine et, plus g6n~ralement, des endopeptidases selon 
BERGMANN. Si cette sp~cificit6 porte, en effet, sur la nature de l'amino-acide carboxyle, 
nos techniques ne nous apprendront rien. Attaquer le probl~me d~s maintenant n'est 
toutefois pas inutile m~me si sa solution d~finitive est encore hors de pottle.  Au cours 
de ce premier travail, nos essais ont ~t~ effectu~s sur les hydrolysats pepsiques de globine 
de cheval et d'albumine d'ceuf. 

Tel a donc ~t~ notre but init ial  Mais, en outre les r~sultats fournis par la technique 
de SANGER j o i n t s  ~t ceux de la technique classique de VAN SLYatE nous ont permis de 
tirer quelques conclusions int~ressantes concernant les peptides form,s au cours de 
l'hydrolyse des deux prot~ines et les variations que fait subir l'enzyme ~ leur longueur 
moyenne. 

Cette question a d'ailleurs fair l'objet d6j~ de quelques recherches en ce qni concerne 
plus particuli~rement l'hydrolyse pepsique de l'albumine d'ceuf. Chose curieuse, 
l'existence, dans ce cas, de peptides interm~diaires entre la prot6ine intacte et les petits 
peptides finaux semble tr~s difficile ~ saisir n. On a donc pens~ que les mol6cules d'albu- 
mine subissent successivement, au contact de la pepsine, une sorte "d'explosion" 
donnant directement naissauce aux produits ultimes de d6gradation. Admise ult~rieure- 
ment pour l'hydrolyse pepsique de la ~-lactoglobuline x~, la validit~ de cette hypoth~se 
a ~t~ r~cemment mise en doute, dans le cas de l'albumine, par MORING-CLAESSON x~. 
D'apr~s les chiffres publi~s par ce dernier auteur, la longueur moyenne des peptides 
varierait en cours d'hydrolyse de 6.5 ~ 3 environ***. De plus, l'existence de longs peptides 
pourrait ~tre d~ceI~e, au d~but de l'hydrolyse tout au moins, grace A la technique de 
l'analyse frontale. 

Quant aux peptides auxquels la globine donne naissance sous l'influence de la 
pepsine, aucune 6tude n'en avait encore ~t~ entreprise****. 

* Lx~s  v a bien propos~ une m~thode pour  caract6riser les a-COOH prot6iques, mais elle semble 
d 'une  applicat ion ddlicate aux  hydrolysa ts  partiels. 

*" Pour  simplifier l 'expos~, une liaison pept idique dans  laqueUe un  aminoacide X se t rouve  
impliqu6 par  sa fonction amine sera dor~navant  appel6e liaison "X". 

**" E t  non de zo ~. 3, comme il est  indiqu~ dans  le t ravai l  original. 
*** * L 'hydrolyse  pepsique de l ' insuline a ~t8 ~galement *tudi6e rc~cemment par  BU~LSR x4 et celle 

de la cas6ine par  W~UN~CK t~. Nous en par lerons le m om en t  venu. 
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TECHNIQUES DE PI~PARATION ET DE DOSAGE 

I. Diverses techniques de dosage 
I .  N - N H  t. C.e dosage, permettant,  apr~s certaines corrections, de calculer le nombre de liaisons 

rompues par l 'enzyme, a ~t6 effectu~ par la technique habituelle de VAN SLYKE (Teml~rature: 25 °, 
1~ h d'agitation, solution de nitrite de Na A 5o%, chambre de r6action A l'obscurit6). Ces conditions 
sont assez arbitraires et la valeur absolue de nos chiffres n 'est  certainement pas rigoureuse. Ces 
chiffres, tout  au moins, sont comparables entre eux, car les m~mes conditions op6ratoires ont ~t6 
maintenues d 'un bout ~ l 'autre du travail. 

2. N - N H  s el N - C O O H .  La  teneur de nos hydrolysats enzymatiques en ces diverses formes 
d'azote (respectivement: azote ammoniacal et azote appartenant  /L des amino-acides libres) a ~t6 
d6termin~e par microdifiusion dans l'acide borique selon CONWAY ET O'MALLEY TM et d6carboxylation 
A la ninhydrine iT. 

3. N-sdrine a N-thr~onine. Le dosage de la thr~onine et de la s~rine situ6es aux extr~mit6s 
amin~es des chalnes peptidiques dolt pouvoir s'effectuer, en principe, par les m~mes techniques 
d 'oxydation periodique que pour les aminoacides libres correspondants l°*. Sous leur forme courante 
toutefois, ces m~thodes ne nous ont pas sembl6 suffisamment sensibles. Notons, en effet, que les 
endopeptidases ne lib&rent g~n6ralement sous forme amin~e que z5-25% de l'azote des prot6ines. 
L'apparition, aux extr~mit6s amin~es des chatnes, de 3 -5% de la s6rine ou de la thr~onine totale 
est donc d6jA fort importante et doit pouvoir ~tre d6cel6e. C'est pour cette raison que nous avons 
modifi6 notablement les m6thodes afin d'accrottre leur sensibilitY, quitte /L sacrifier un peu de leur 
pr6cision. 

A. pour la s~rine: 3 ml de l 'hydrolysat enzymatique sont trait6s par le periodate 
de Na clans les conditions g~n~rales indiqu~es par REES m (antimousse: alcool octylique). 
Le distillat est recueilli dans une solution refroidie de 420 mg de chlorhydrate de ph6nyl- 
hydrazine dans 20 ml d'eau. L'op~ration est interrompue quand le volume du distillat 
atteint 250 ml. Sur des prises d'essai de 12 ml, le dosage colorim6trique ordinaire du 
formol est alors effectu6 tg. Cette technique permet de doser, avec une erreur par d~faut 
n'exc6dant pas io%,  20o 7 de s6rine en presence de IOO mg de prot6ine. Dans le cas 
g6ndral, il sera ainsi possible de d~celer avec une precision raisonnable l 'apparition aux 
extr~mit6s amin6es des chaines peptidiques de 5 % environ de la s6rine totale. 

B. pour la thr~onine: 3 ml de l 'hydroIysat sont soumis ~ l 'oxydation periodique dans 
l'appareil d6crit par ALEXANDER ET SELIGMAN ~0 pour le microdosage de l'alanine. Le 
milieu r6actionnel est le m~me que pr~c~demment (antimousse: alcool benzylique). I1 
est port6 ~ l'6bullition et l'ac~tald6hyde est entraln~ pendant 9 ° minutes dans un 
barboteur ~ bisulfite plong6 dans un bain de glace. L'oxydation une lois termin~e, 
l'ac6tald6hyde est dos6 colorim6triquement au moyen du p-hydroxy-diph~nyle selon la 
technique pr6conis~e par les auteurs pr~c6dents. Un essai ~ blanc souvent important 
est d~duit des r~sultats du dosage. 

La technique permet de doser 5 ° 7 de thr~onine en presence de ioo mg de prot~ine, 
avec une erreur de + 15%. 

II.  Pepsine utilis~e 

Nous nous sommes servis, sans autre purification, d'une pr6paration enzymatique 
cristallis~e provenant de la Maison ARMOUR (Chicago). Son activitY, d6termin6e par la 
technique d'ANSON 21, 6tait de 56 unit~s par g. Notons d'aiUeurs que les r6sultats fournis 
par cette technique varient consid~rablement selon l'~ge de l'h~moglobine de bceuf 
servant de substrat ~ l'enzyme. C'est ainsi, par exemple, que notre pepsine manifestait 
une activit6 de 56, 36 ou 21 unit6s selon qu'eUe agissait sur un substrat tr~s frais ou 
datant de 15 et 3 ° jours respectivement. 

* I1 est malheureusement difficile de savoir si les m~mes conditions exl~rimentales sont valables 
pour les aminoacides et les peptides. 
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HI .  Pr~lbaration el caraa2ristiques des substrats 

L'albumine d'oeu/a 6t6 cristallis~e d'apr~s KEKWlCK ET CANNAN 92. No$ pr6parations 
contenaient irtvariablement 4.3% de leur azote sous forme amin6e (4.5% d'apr6s 
CmBNALL 2s, 3-I--3.5% d'apr6s MORING-CLAESSONlS). Apr6s dispersion dans le dod6cyl- 
sulfate, la prot6ine renfermait 1.2 % de -SH (calcul6 en cyst6ine). Cette derni~re valeur 
est en parfait accord avec celle indiqu6e par GREENSTEIN 24. Enfin, la m6thode de SANGER, 

comme l 'ont d6j~ signal6 DESNUELLE ET CASAL 10, n'a pas permis de d6celer le moindre 
a-NHz dans la prot6ine. 

La pr6paration de la globine de cheval n6cessite l 'obtention pr6alable de l'h6mo- 
globine cristallis6e correspondante. Cette derni~re (ADAIR ET ADAXR ~) est ensuite 
trait6e par l'acdtone chlorhydrique 26 ~t 0% Apr~s avoir 6t6 pr6cipit6e, la globirte a 6t6 
soigneusement lav6e/~ l'ac6tone et h l'6ther, puis elle a 6t6 s6ch6e sous vide ~ l'exsicca- 
teur. 7-3 % de son azote se trouvaient alors sous forme amin6e. Cette valeur, retrouv6e 
constamment sur plusieurs 6chantiUons, est net tement plus 61ev6e que celle de 6.6% 
indiqu6e par CHIBNALL zs. Notons d'ailleurs que, si une mol6cule de globine de cheval 
(P.M. = 63 400 d'apr~s ASTBURY 2~) ne contient r6ellement que 4 ° fonctions e-NH 2 et 
5 ou 6 fonctions a-NH 2 (PoRTERZS), sa teneur en azote amin6 ne devrait pas exc6der 6%. 
De m6me, celle de l'albumine d'ceuf (19 e-NH 2 pour 45 ooo g, pas de fonction a-NH2) 
devrait 6tre de 3.7% seulement. 

Les extr6mit6s a m i n e s  des chaines de la globine de cheval sont bien toutes occup6es 
par de la valine. Nous n'en trouvons cependant que 5 au lieu des 6 qu'indique PORTER ~. 

Les Tableaux I e t  I I  r6unissent, pour les deux prot6ines les diverses caract6ristiques 
analytiques dont nous aUons avoir besoin. Ces caract6ristiques ont 6t6 s61ectionn6es dans 
toute la mesure du possible, afin d'offrir le maximum de garantie. 

T A B L E A U  I 
NOMBRE DE "R]~STES" D~'S DIFF~RENTS ACIDES AMINES DANS 

L'ALBUMINE D'(~UF ET LA GLOBINE DE CHEVAL 

N o m b r e  de " r e s t e g '  d a n s  

Amino-ac ides  z mol.  de globine I mol.  d ' a l b u m i n e  
(63 4 °0  g) (45 ooo g) 

Glycocolle 
Alan ine  
Val ine  
Leuc ine  
I so leuc ine  
P h e n y l a l a n i n e  
Prol ine  
Acide g l u t a m i q u e  
Acide a spax t ique  
Argin ine  
His t id ine  
Lys ine  
Tyros ine  
T r y p t o p h a n e  

49 
44 
48 
76 

o 
28 
12 
4 ° 
53 
I3 
34 
39 
12 

7 
S~rine 
Thr~on ine  
M~thionine  

Cys t ine  

Total 
{ trouvl 

coerig~ 

36 
24 
4 
6 

525 
56o 

i8  
34 
x8 
33 
24 
20 
I4 
49 
27 
1.5 

7 
x9 
io  

3 
35 
16 
x6 

6 

3 64 
400  
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T A B L E A U  II  
AUTRES RENSEIGNEMENTS ANALYTIQUES CONCERNANT LA GLOBINE ET L'ALBUMINE 

Nb. de cha tnes  pep t id iques  ouve r t e s  
Pds  mol6culaire  m o y e n  du " r e s t e "  
N to ta l  (p. 1oo g de prot6iue) 
N - N H  2 (en pou r  cen t  de N total)  

init ial  { calcul6 
t rouv6  (VAN SLYKE) 

suscept ib le  d'appara~tre 
p e n d a n t  l ' hydro lyse  to ta le  

Globine Albumine  

5 -6  
I12.8 

17.1 

6 .0  

7.3 

70.2 

O 

I I2 .5  
I5.8 

3.7 
4.3 

72.9 

I V. Technique de SANGER au I. 2. 4-fluorodinitrobenz~ne. 

Cette technique qui, rappelons-le, permet d'identifier et de doser les aminoacides 
situ6s aux extr6mit6s aminfes des chalnes peptidiques, est maintenant assez classique 
pour qu'il ne soit pas n6cessaire d 'y  consacrer ici un long commentaire. Signalons doric 
simplement certains points particuliers: 

L Application d l'~tude de l'hydrolyse prot~ique 

Primitivement destin6e ~ l'6tude des prot6ines intactes, la technique peut 6galement 
fournir des renseignements fort pr6cieux sur leur hydrolyse l°. Cette nouvelle application 
est d'ailleurs assez d61icate, car, au cours de l'hydrolyse, des fonctions a-NH2* nom- 
breuses et vari6es sont susceptibles d'apparaltre. De plus, il est souvent impossible de 
purifier les DNP-peptides comme les DNP-prot6ines 9 et la s6paration chromatographique 
ult6rieure est alors compliqu6e par la pr6sence de certains artefacts. 

2. Obtention d'un silicagel convenable 

CONSDEN a d6jk indiqu6** que tous les DNP-aminoacides, quelque soit la phase 
mobile en jeu, migrent ~ grande vitesse quand le silicagel est d6pourvu de propri6t6s 
adsorbantes. Mais, quand il est trop adsorbant, tous les  d6riv6s restent en haut des 
colonnes. L'obtention d'un gel convenable est donc assez d61icate. Toutes les pr6cautions 
indiqu6es par TRISTAM a0 doivent 6tre 6videmment prises, et il faut veiller, de plus, 

ce que la dernibre suspension du gel dans HC1 dilu6 ait un PH bien d6termin6. Plus 
ce Plt est bas, plus le gel est rapide comme l'indiquent les chiffres du Tableau III.  

T A B L E A U  I I I  
RAPIDIT~ DLY SILICAGEL EN FONCTION DU PH DE SA DERNI~RE SUSPENSION 

PH de la derni~re 
suspens ion  

(pendan t  i2 h) 

2.0 

4.0-5.0 

Valeur  de " R "  
D N P  aminoac ide  sur  colonne 

de ch loroforme 

Leucine  o.8 

Tyros ine  0. 3 

Leucine  0. 5 

Tyros ine  0.0 4 

* D a n s  ce qui  suit ,  nous  appe lons  a - N H  2 les fonc t ions  amin~es  si tu~es a u x  ext r~mit~s  des  pep-  
t ides,  pa r  oppos i t ion  avec  les tonc t ions  e -NH I des cha lnes  lat6rales  de la lysine.  Le n o m b r e  de 
ionc t ions  a-NH~ a p p a r u e s  p e n d a n t  une  hydro lyse  es t  ~ v i d e m m e n t  ~gal au  n o m b r e  des l iaisons 
rompues .  
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Ces chiffres ne sont d'ailleurs donn6s qu'h titre indicatiL Leur valeur absolue, pour 
un m~me PH, peut varier notablement d'une pr6paration h l'autre. 

Les s6parations chromatographiques sont rendues quelquefois plus ais6es quand on 
dispose d'une gamme de silicagels diff~rents. C'est ainsi, par exemple, que nous raisons 
passer, en un premier temps, les DNP-arninoacides 6th6rosolubles sur une colonne rapide 
x % butanol-chloroforme qui permet d'obtenir, d'une part, 3 bandes distinctes (acide 
aspartique, acide glutamique + s6rine, thr6onine) et, d'autre part, une bande rapide 
(R> x) contenant tous les autres DNP-d6riv6s et les artefacts. Cette derni~re bande est 
reprise sur une colonne lente de chloroforme qui s6pare les artefacts et les DNP-amino- 
acides en trois grands groupes. 

3. Pour cent de r~cup~ration des divers DNP-aminoacides 

Le processus de s6paration selon SANDER ne va pas 6videmment sans pertes notables. 
Se produisant pendant l'hydrolyse et aussi pendant les passages sur eolonnes, les ~va- 
porations etc., elles sont susceptibles, comme le remarque tr~s justement BUTLER% 
d'entralner des erreurs sensibles. Nous avons done pris beaucoup de soin h les estimer 
d'une fagon aussi precise que possible en traitant des m61anges de DNP-aminoacides 
purs darts les conditions des exp6riences r~eUes. Les pertes ainsi d6termin6es se sont 
souvent r6v616es sup6rieures ~ celles indiqu6es par PORTER Er SANGER ~. Chaque 
exp~rimentateur dolt donc d6terminer, en fonction des silicagels dont il dispose et en 
fonction aussi de sa technique particuli~re, ses propres coefficients de correction. Nous 
nous contentons d'6voquer ici un cas particuli~rement net: le DNP-tryptophane n'est 
pas stable ~ rhydrolyse acide. Apr~s 18 heures d'6bullition dans HC1 5.5 N, une faible 
part du d6riv~ (3o% environ) est r6cup6r6e. Le reste se retrouve, sous forme d'un 
artefact, dans la phase aqueuse. 

4. Dosage colorim~trique des D N  P-aminoacides 

SANGER conseille d'effectuer les dosages colorim~triques des DNP-aminoaeides 
~thfrosolubles sur des solutions biearbonat6es. Ces solutions sont quelquefois troubles 
et nous pr6f~rons op~rer syst~matiquement dans HC1 N bien que l'intensit~ de la colo- 
ration soit plus faible et que certains DNP-d~riv6s soient peu solubles en milieu acide. 

5. DN  P-aminoacides hydrosolubles 

La s~paration chromatographique des DNP-aminoacides solubles dans l'eau a regu 
jusqu'ici beaucoup moins d'attention que celle des d6riv~s ~th~rosolubles. En particulier 
la caract6risation de faibles quantit~s d'a-DNP-arginine, en presence de quantit6s 
toujours importantes de e-mono-DNP-lysine, semble difficile. De plus, la di-DNP- 
histidine est toujours accompagn~e de plusieurs artefacts migrant b. des vitesses peu 
diff6rentes de la sienne. 

V. Mise en oeuvre des hydrolyses enzymatiques 

Les conditions exp~rimentales diff6rant l~g~rement selon les essais, nous ne pouvons 
en donner ici un aperqu g6n6ral. Indiquons simplement que la prot~ine-substrat est 
toujours pr~alablement d~natur6e par un s6jour de 5 rain. au B.M. bouillant h PH acide 
(4.o ou 2.o). Ce t~aitement n'entrMne ~videmment par lui-m~me aucune hydrolyse 
sensible. La temp6rature du milieu r~actionnel est maintenue ~ 35°5 et son PK initial 
est 2.o. 
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PARTIE EXPI~RIMENTALE 

I. CARACT~RES GI~N~RAUX DE L'HYDROLYSE PEPSIQUE DE L'ALBUMINE 
D'OEUF ET DE LA GLOBINE DE CHEVAL 

Avan t  d 'ent rer  darts le d6tail de l 'act ion enzymat ique,  il semble bon d 'en  fixer tou t  
d ' abord  les grandes lignes en 6tudiant,  dans diverses conditions, la mise en libert6 de 
l 'azote amin6 (rupture des liaisons peptidiques), de l 'azote  ammoniacal  (d6samination 
des " tes tes"  de la glutamine et de l 'asparagine) et, enfin, de l 'azote carboxyle (liberation 
d'a.rnino-acides). Les prot6ines (aJbumine ou globine), mises en solution {t 3%,  sont 
pr6alablement d6natur&s.  Apr~s refroidissement, une quant i t6  convenable de pepsine 
est ajout6e et le m61ange est port6 dans un thermosta t  {t 3505 . Des &hanti l lons sout 
pr61ev6s successivement sur lesquels on applique les diverses techniques analyt iques 
d6crites p r&6demment .  Les r~sultats sont donn6s dans les Tableaux IV et V. 

Darts le Tableau IV nous avons tenu compte  de l 'hydrolyse des liaisons de la proline 
(dont la stabilit6 est suppos6e 6gale ~ la stabilit6 moyenne  des liaisons peptidiques darts 
les conditions de l 'hydrolyse) et de la pr6sence d ' ammoniaque  (l'ion ammonium dolmant  
55% de son azote pendan t  le dosage VAN SLYKE). Notons d'ailleurs que les deux facteurs 
correctifs se t rouvan t  de signe contraire et, ~t peu de choses pr6s, 6gaux, la correction 
globale est infime; nous l 'avons donc n6glig6e par  la suite. 

Le hombre  des liaisons peptidiques rompues  par  mol&ule prot6ique se calcule en 
mult ipl iant  le pour  cent de N - N H  z apparu  par  7.74 dans le cas de la globine et 5.o6 
dans le cas de l 'albumine*. Le pour  cent de rupture  est alors ais~ment trouv6. Ce pour  cent  

TABLEAU IV 
C I N ~ T I Q U E  DE L ' H Y D R O L Y S E  P E P S I Q U E  DE L 'ALBUMINE  D°(EUF ET DE LA GLOBINE DE CHEVAL 

PROPORTIONS POND]~RALES ENZYME/SUBSTRAT:  1 / 3 0  ( 1 . 8 7  UNIT~S PEPSINE PAR g DE PROTI~INE) 

Protdine 

Globine 
de 

Cheval 

Mbumine 
d'ceuf 

N-NH t 
Durde de VAN SLYKE 
l'hydro- apparu 
lyse (h) (en % de 

N to*al I 

O 
½ 

I½ 
3 
8 

14 
24 

0.00 

5.85 
7-35 
8.93 

I I . 8  

13.3 
I5.2 

I ~  5'88 
7.15 

3 8-25 
8 io.35 

13 I1.45 
24 x2.25 

Corrections 
dues au 

N-proline N-NH s" 
(en%de (en%de 
N total) N total) 

0.09 0.08 
0 . 1 2  O. IO 
O. I  4 O.12 
o.19 o.I 4 
O.21 o . I 6  

0 . 2  4 O. I  7 

N-NH t 
0tppar l*  
corrig6 

(en °/o de 
N total) 

0 . 0 0  

5.86 
7.37 
8.95 

11.85 
13.35 
15.27 

N-COOH 
(en % de 
N total) 

o.41 

1.07 

1,65 

o.16 o.Io 5.94 0.98 
0.20 o.I 4 7.2I 
0.23 o. 17 8.3I 2.0 
0.29 0.22 lO.42 - -  
0.32 0.2 7 11.5o - -  
0.34 0.30 I2.29 2.8 

Liaisons rompues 

Nb. 
moyen 

par tool. 

0 

45.3 
57. I 
69.3 
91.8 

1o3.2 
i18.1 

% 

O 
8. I 

I O . I  

12.3 
x6.4 
18.4 
2 I . I  

30.3 7.6 
36.8 9.2 
42.4 io.6 
53.0 I3.2 
58.5 I4.6 
62. 5 15.6 

* Le ddtail du calcul est le suivant, si X est 

X 634oo. I7,~ pour la globine: - - .  
14 I 0 0  • I 0 0  
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enzyme/substrat  

x/I5o 
(o.37 unit~ pepsine 
par  g de prot~ine) 

r/3ooo 
(o.oi87 unit~ pepsine 

par  g de protdine) 

TABLEAU V 
CIN~TIQUE DE L'HYDROLYSE PEPSIgUE DE LA GLOBINE DE CHEVAL (SUITE) 

Proportions Dur~e de N-NH= apparu Liaisons vompues 
pond6rales l 'hydrolyse (en % de Nb. moyen 

(h) N total) par  mol. 

1/6 4.0 30.9 
1~ 4. 8 37.0 

r ~ 5.6 43-5 
4% 6.9 53.7 
8 9.0 69.5 

2~ I3.9 IO7 

1[6 I. 3 IO.I  
1~ 2.8 21.6 

I 1~ 4.4 34-2 
4 5.0 39.0 
8 6. 7 52.o 

24 6.7 52.o 

% 

5-5 
6.6 
7.8 
9.6 

x2. 4 
x9. I 

t . 8  

3-9 
6.I 
7.0 
9.3 
9.3 

peut aussi ~tre calcul6 directement si l'on se souvient que l'hydrolyse de toutes les 
liaisons de la globine et de l'albumine provoque la lib~ation sous forme amin6e de, 
respectivement, 7o.2 et 72.9% de l'azote prot6ique total (Voir Tableau II). Ces deux 
modes de calcul, bien qu'ils fassent appel h des valeurs analytiques diff6rentes et ind6pen- 
dantes, conduisent k des r6sultats tout-~t-fait analogues. 

Les chiffres des Tableaux IV et V appellent les quelques remarques suivantes: 
I. Comme il est connu d'ailleurs 

depuis longtemps, l'hydrolyse des deux *~ r 

/ /  
prot6ines d6marre tout d'abord rapide- 
ment. Puis, quand un certain nombre 
de liaisons sont rompues, la vitesse de 
eette hydrolyse diminue progressivement 
sans jamais d'ailleurs s'annuler tout- 
~-fait. 

z. Quand le rapport enzyme/substrat 
est de 113o (I.87 unit6s pepsine par g 
de prot6ine), l'hydrolyse de la globine 
semble progresser un peu plus rite que 
celle de l'albumine. Cette diff6rence est 
raise clairement en 6vidence par les 
courbes de la Fig. I relatives au d6but de 
la d~gradation des deux prot6ines par 
une quantit6 d'enzyme 6gale au I/3OOO 
de leur poids seulement (o.or87 unit6 
pepsine pax g de prot6ine). 

3. Nous confirmons enfin, une lois 

i / ! i  

0 20 40 60 80 fO0 120 140 "t60 

Fig. z. Premiers st~des de l'hydro]yse pepsique 
de l'albumine et de la globine (Rapport enzyme/ 
substrat: I/3ooo; o.or8 7 unit~s pepsine par g 

de prot~ine) 

encore, que la pepsine lib6re, d~s le d6but de son activit6, des quantit6s sans doute 
faibles, maJs non-n6gligeables d'aminoacides. 

Bibliographie p. z37. 
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I I .  NATURE DES (z-NH~ LIB~R]~S PAR L'HYDROLYSE PEPSIQUE 

A. Oxydation periodique des/,ydrolysa~s 

Les conditions g6n~rales d'exp6rience sont les m~mes que pr6c6demment. Chaque 
hydrolysat est soumis {~ la technique de VAN SLYKE eta l'oxydation periodique (dosage 
du formol et de ]'ac~tald6hyde). Ces diverses d~terminations permettent de savoir, 
respectivement, combien de =-NH~ totaux et de ~-NH. appartenant ~ la s~rine et ~t la 
thr~onine ont ~t6 lib6r~s par la pep~ine*. Les chiflres obtenus sont alors convertis en 
pour cent grace aux valeurs ana]ytiques du Tableau I. Les courbes des Figures 2 et 3 
indiquent les variations subies pax ces pour cent au cours de l'hydrolyse pepsique de 
l'albumine et de la globine, 

L'examen des courbes des Fig. 2 et 3 montre que: 
I. La labilitfi tout-~t-fait paxticuli~re des liaisons "s6rine" et "thr6onine" dans HCI 

concentr6 ~° ne se retrouve pas au cours de l 'hydrolyse pepsique. Les points d 'a t taque 

2C 

,2 
._~ tC 

t 

j + f  
,,~*J 

! 

0 

LId*on$ ~o~le$ 

I "Thr~onlne ° 

0 ~ 5 fO ~$ 20 25 
Temp= en heures 

Fig. 2. Cin6tique compar~e de rupture des liaisons tot, ales, "s6rine" et "thr6onine", au cours de 
l 'hydrolyse pepsique de l 'albumine d'oeuf. (Proportions enzyme/substrat:  z/3o; 1.8 7 unit6s pepsine 

par g de substrat) 

prdf6rentiels de l 'enzyme, s'ils existent, sont donc d/ff6rents de ceux de l'acide et les 
peptides prenant  naissance ~ par t i r  d'une prot6ine d6termin~e ne sont pas les m~mes 
dans l 'un et l 'autre cas. 

Ce fair ne doit d'ailleurs pas surprendre si l 'on songe que les fonctions OH alcooliques 
labilisent les liaisons adjacentes vis-$-vis des acides parce qu'elles permet tent  une trans- 
position l° k leur niveau. L 'enzyme n'est  6videmment pas capable de r6aliser ce ph6no- 
m6ne qui, d'ailleurs, n'acc~l~rerait sans doute pas son action. 

2. Toutefois, les liaisons "s~rine" et "thr~onine" ne se comportent  pas toujours 
comme les autres liaisons. 

Dans le cas de la globine, en effet, on constate que la vitesse de rupture des liaisons 
"s6rine" est k peu pros le double de la vitesse moyenne. De plus, 35% des liaisons 
"sErine" se t rouvent  scind6s en fin d 'hydrolyse alors que l 'enzyme n 'a  coup6 en moyenne 
que 2z % des liaisons peptidiques de la prot~ine. Dans le cas de l 'albumine, pax contre, 
l 'hydrolyse des liaisons "s6rine" progresse ~ la vitesse moyenne tandis que celledes 
liaisons "thr~onine" est paxticuli~rement lente. 

La technique de l 'oxydation periodique ne permet  ~videmment d 'at teindre que les 

* I1 revient 6videmment au m6me de dire qu 'un a-NHj s6rine est apparu ou qu°une liaison 
"s6rine" a 6t6 rompue. Nous utiliserons indiff6remment par la suite ces deux modes d'expression. 
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a-NH 2 portds par les acides hydroxyamin~s. Son application aux hydrolysats pepsiques 
est cependant int~ressante car eLle nous indique pour la premiere lois que l 'hydrolyse 
endopeptidasique des liaisons d'une prot6ine n'ob$it pas uniquement aux lois du hasard. 
La pepsine semble doric manifester une certaine sp&ificit6 dans son action hydrolysante 
et nous avons cherch~ ~t pr~ciser la nature et l'~tendue de cette sp~cificit~ par une 
technique plus g~n~rale. 

• i // 
i. / 

0 5 

.ttaLs~, totat*s ....~ 

"$$r/n4p" 
/ 

--"-"""~'7e.'~l~ i,o ht~Ft, s 

Fig. 3- Cin6tique compar~e de rupture des liaisons totales, "s~rine" et "thr6onine" au cours de 
rhydrolyse pepsique de la globine de cheval (Proportions pond6rales enzyme/substrat: 113o; L8 7 

unit~s pepsine par g de substrat). 

B. Application de la technique de SAUGER aux hydrolysats pepsiques 

Notre but initial dans ce domaine a ~t~ de d~terminer la nature des premiers 
a-NH 2 lib~r~s par la pepsine. C'est, en effet, tout au d~but de l 'hydrolyse que la sp6ci- 
ficit6 de rupture, si elle existe, doit se manifester le plus nettement. En fait, nous avons 
constat6 une telle sp~cificit~ pour la globine, mais non pour l'albumine. La globine seule 
a done fair I'objet d'une 6tude vraiment syst6matique qui nous a conduits, d'une part, 

dresser un bilan complet des a-NH z lib~r~s au d~but de l 'hydrolyse de cette prot6ine 
et, d 'autre part, h rechercher comment se modifie ce bilan au fur et h mesure que l 'hydro- 
lyse progresse. 

U n  v o l u m e  convenab le  de l ' h y d r o l y s a t  e n z y m a t i q u e  es t  t ra i t~  p e n d a n t  deux  heures ,  apr~s  
addition de bicarbonate et d'alcool, par le fluorodinltrobenz~ne (FDNB). Le m61ange r6actionnel 
est d6barass6 de son alcool, puis il est acidifi6 et 6vapor6. Le r6sidu est ensuite hydrolys~ z8 h dans 
HC1 5.5 N bouillant et les DNP-aminoacides sont s~par6s en fractions ~th~ro- et hydro-solubles. 
Chaque fraction est enfin analys~e sur des colonnes convenables. 

Z. Cas de l'albumine. L'albumine en solution ~ 3?/0 a 6t6 soumise ~ l'action de la 
pepsine (I/3OOO ° de son poids; o.o18 7 unit6s pepsine par g de substrat) pendant 2 h 
2o rain. On constate alors la lib6ration de 2.2 % de N - N H  2 (en pour cent de N total). 
Si toutes les mol6cules prot6iques 6taient d6grad6es simultan6ment de faqon identique, 
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l 'enzyme aurait ainsi rompu I i  liaisons peptidiques par molecule, soit 3 liaisons sur ioo. 
Ces chiffres d'ailleurs sont d~pourvus de toute signification r~elle car les molecules 
d'albumine sont encore en grande pattie intactes ~ ce stade de l 'hydrolyse u. Dans les 
quelques molecules a t t aqu~s ,  beaucoup plus de 3 liaisons sur I o o s e  trouvent donc 
rompues. 

Analys~e sur des colonnes de chloroforme et 1% butanol-chloroforme, la fraction 
~th~rosoluble des DNP-aminoacides se r~v~le tr~s complexe. Tous les d~riv~s possibles 
semblent y ~tre repr~sent~s. L'~tude d~taill~e des chromatogrammes serait donc tr~s 
difficile. Nous y avons renonc~ d 'autant  plus facilement qu'elle pr~sente alors peu 
d'int4r~t. 

2. Cas de la globine de cheval. D~s le d~but de nos experiences avec la globine, nous 
avons constat~ une Sl~Cificit~ beaucoup plus marquee. II nous a paru alors int~ressant 
d'~tudier le probl~me de plus pros en faisant varlet la durbe de l 'hydrolyse et le rapport 
enzyme/substrat. L'hydrolyse a ~t~ stopl~e selon les cas, soit au cours de sa premiere 
phase (transformation rapide de l'azote prot~ique en azote non-prot~ique), soit au cours 
de sa deuxi~me phase (lerite d~gradation ult~rieure des peptides)*. Chaque lois, les 
produits de l 'hydrolyse ont ~t6 trait~s par FDNB et les DNP-aminoacides form,s ont 
~t~ s~par~s et caract~ris~s sur des colonnes convenables, puis ils ont ~t~ doses par 
colorim~trie (Tableau VI). 

En ce qui concerne tout d 'abord le premier essai r~alis~ en ½ h avec un rapport 
enzyme/substrat de I/3ooo (o.oI87 unit~s pepsine par g de substrat), l 'analyse chromato- 
graphique ne permet pas de ddceler avec certitude plus de 6 DNP-d~riv~s: DNP-valine, 
DNP-leucine, DNP-ph~nylalanine, DNP-alanine, DNP-s~rine, DNP-thr~onine. Sur le 
plan qualitatif donc, la sp~cificit~ apparait tout-tt-fait clairement. Abordons maintenant 
le probl~me sur le plan quaati tat if  et notons en premier lieu que 63 4o0 g de l 'hydrolysat 
contiennent 5 a-NH2 valine seulement. Aucune rupture ne s'est donc produite ~ cSt~ 
de la valine puisque I mol de prot~ine intacte contient d~jt~ 5 "testes" de cet aminoacide 
en bout de chalne. D'autre part,  parmi les a-NH 2 que l 'hydrolyse fait apparaitre, ceux 
appartenant ~ l'alanine et ~ la ph~nylalanine prennent d6s maintenant une importance 
particuli~re. Les chiffres du Tableau VI montrent,  en effet, que l 'hydrolyse des liaisons 
"alanine" et "ph~nylalanine" progresse ~ une vitesse plus de trois fois sup~rieure ~ la 
vitesse moyenne. Kn outre, nous confirmons le fait d~j~ trouv~ par oxydation periodique: 
la pepsine at taque plus vite les liaisons "s~rine" que la moyenne des liaisons. 

Quand l 'hydrolyse est un peu plus pouss~e (rapport enzyme/substrat:  ~/3ooo 
(o.oI87 unit~s pepsine par g de prot~ine) ; dur~e: ~ h ½), on constate que les liaisons de 
la valine ne sont toujours pas touch~es (5.I a-NH2-valine), que l 'hydrolyse desliaisons 
"leucine", relativement rapide au d~but, semble maintenant arr~t~e et que celle des 
liaisons "alanine" et "ph~nylalanine" conserve et peut-~tre accentue son avance (~ liaison 
"alanine" sur 4 se trouve rompue ~ ce moment, tandis que ~ liaison moyenne sur 2o seule- 
ment est scind~e). De plus, ~ c6t~ des liaisons dont la rupture pr~f~rentielle s'~tait d~j~ 
manifest~e dans l'exp~rience pr~c~dente, les liaisons "lysine" commencent ~galement 

subir une hydrolyse sensible. 
Ces deux premiers essais, nous l'avons vu, permettent  d'~tudier l 'hydrolyse pendant 

sa premiere phase. Le troisi~me (dur~e : ½ h, rapport enzyme/substrat : I/so (~.87 unit6s 
pepsine par g de prot~ine)), se situe au d~but de la deuxi~me phase. Signalons alors que 
63 40o g du m~lange peptidique contiennent toujours 5 a-NH,, valine seulement. Les 

* L ' e x i s t e n c e  d e  ces  d e u x  p h a s e s  s e r a  p r~c i s6e  p a r  l a  su i t e .  
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T A B L E A U  VI  

AMINOACIDES SITU~tS AUX EXTR~MIT]~S AMIN]~ES DES CHAINES P E P T I D I Q U E S  P E N D A N T  L ' H Y D R O L Y S E  
P E P S I Q U E  DE LA GLOBINE DE CHEVAL 

LA PROT~INE CONTIENT 5 CHAINES '*VALINE" PAR MOLI~CULE 

Valeur moyenne  J 
pour  x mol. ] Pour  cent 
de prot6ine [ liaisons 
(6 3 4 °o  g) { totales 

Pour  cent  
liaisons 

rompues  

Rapport pond~ral emyme/substrat : z/3ooo 
z. (o.oz87 unit~s pepsine par g de pvottine) 

Durte de l'kydrolyse : I//2 h 

Pour  cent 
" res tes"  

de l 'aminoacide 

Nb. de liaisons peptidiques 
rofnpugs 

Nb. de "'testes" d' amino- 
acides en bout de cha|nes 

Valine 
Leucine 
Ph~nylalanine 
Alanine 
S&ine 
Thr6onine 

I6.6 I4.O I8.O 

5 .0 5.! - -  
3"4 3"7 - -  
2.5 3.2 -- 

4.I 4.6 
2.8 -- 3.0 
0.8 - -  0.6 

2.9 2. 5 3.2 IO0 IO0 IO0 

2Z 26 -- 

I S 22 -- 

25 32 -- 

17 - -  x8 
5 - -  3 

4.5 4.9 -- 

9.4 II.4 -- 

-- 1o. 4 -- 

7.8 -- 8.3 

3.4 -- 2.7 

Rapport pond~ral enzyme/substrat : z/3ooo 
2. (o.or87 unit~s pepsine par g de pvot~ine) 

Dur~e de l'k ydrolyse: I h ~/2 

Nb. de liaisons peptidiques 
fofnp~s 

Nb. de "testes" d'amino- 
acides en bout de chafnes 

Valine 
Leueine 
Ph~nylalanine 
Alanine 
Lysine 
S~rine 
Thr~onine 

31.5 

5.I 

3.4 
5.9 

I 0 . 2  

2.3 
4.7 

5.6 IO0 

IO 

x9 
33 
7 

z5 

3.5 
2I.O 

23.I 
5.9 

I3.O 

Rapport pond4ral emyme/substrat : z/3o 
3. (z.87 unit~s pepsine pay g de pvot~ine) 

Dur~e de l'hydvolyse : ~/2 h. 

Nb. de liaisons peptidiques 
TO~pUeS 

Nb. de "testes" d'amino- 
acides en bout de cha~nes 

Valine 
Leucine 
Ph~nylManine 
Alanine 
Lysine 
S6rine 
Thr~onine 

Autres  aminoacides 

55 

5.2 
3.o 
7.6 

z4.o 
6.5 
7.5 

5.0 

9.8 IOO 

5.5 
z3.8 
25.5 
II.O 

x3.6 

9.x 

4.o 
27.4 
3z.8 
z6.6 
20. 7 

1.6 
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liaisons "ph6nylalanine" et "alanine" sont maintenant profond6ment d6grad6es 
(I liaison sur 3 environ). L'hydrolyse des liaisons "leucine" est toujours stationnaire 
tandis que celle des liaisons "s6rine" suit son cours habituel. Mais, en plus, diff6rents 
autres a-NH 2 commencent k apparaltre, quoique chacun en faibles quantit6s. La sp~ci- 
ficit6 tend donc, comme il est normal de le pr6voir, h s'att6nuer au fur et ~ mesure que 
l 'hydrolyse progresse. 

En r6sum6, la pepsine paralt tout d 'abord attaquer la mol6cule de globine pr6- 
f6rentiellement aux liaisons "ph6nylalanine" et "alanine", ainsi que, dans une moindre 
mesure, aux liaisons "leucine" et "s6rine". La rupture de ces liaisons provoque la trans- 
formation de la prot~ine en peptides "non prot6iques" (Voir plus loin). Puis, quand ces 
derniers peptides sont, ~ leur tour, d~grad6s, d'autres liaisons sont alors touch6es. 

Pourquoi la pepsine manifeste~t-elle une certaine sp6cificit6 vis-a-vis des liaisons 
de la globine et aucune sp6cificit6 notable vis-k-vis des liaisons de l'albumine? Cette 
question ne peut pas, ~ l'heure actuelle, recevoir une r6ponse satisfaisante. Nous y 
reviendrons d'ailleurs quand la longueur des peptides lib6r~s dans les deux cas nous sera 
un peu mieux connue. 

Remarquons enfin pour terminer que les r6sultats obtenus avec la globine et 

l'albumine different profond6ment de ceux trouv6s par LAINE avec la z~ine ~. Nous 
comptons entreprendre bient6t quelques exp6iiences afin de rechercher l'origine de ce 
d6saccord. 

III. ETUDE PARTICULI/~.RE DES FRACTIONS "PROT~IOUE" ET 

"NON-PROTI~IQUE" DES HYDROLYSATS PEPSIQUES 

Les hydrolysats 6tudi~s jusqu'ici contiennent probablement k la fois des mol6cules 
prot6iques intactes ainsi que des gros et des petits peptides. Ils sont done fort h6t~rog~nes 
et nous avons cherch6 ~. les fractionner, m~me grossi~rement, en les traitant par l'acide 
trichlorac6tique. Nous avons ainsi obtenu une fraction "prot6ique" insoluble et une 
fraction "non-prot6ique" soluble. 

L'effet du tra~tement A l 'acide trichlorac~tique est d'ailleurs assez mal d6fini. D'une part,  il est 
certain que l 'acide pr6cipite, non pus seulement des molecules prot6iques intactes, mais aussi des 
peptides. On pense g6n6ralement que ces derniers sont plus longs que les peptides solubles const i tuant  
la fraction "non-prot6ique".  Les mesures de poids mol6culaires effectu6es r6cemment par  BUTLER a2 
semblent  bien confirmer cette mani~re de voir. A longueur 6gale toutetoia, certains peptides ont  
probablement ,  de par  leur consti tut ion chimique, une tendance plus grande A la pr6cipitation que 
d'autres.  D 'aut re  part ,  la position de la fronti~re s~parant les fractions pr6cipitables et non-pr6ci- 
pitables vaxie selon les conditions exp~rimentales adopt6ea. En op6rant  cependant  toujours duns des 
conditions rigoureusement identiques, on peut  esl~rer  obtenir  des r~sultats A peu pros comparatifs 
et, iusqu'~ plus ample inform6, nous consid6rons que la technique iournit  un moyen simple de 
s6parer les peti ts  peptides d 'un  c6t6 et, de l 'autre,  un  m61ange de prot~ine intacte et de gros peptides. 

Deux questions m6ritent alors d'6tre pos6es: d'une part, comment se r6partissent 
les a-NH~ pr6c6demment caract6ris6s, entre les gros et les petits peptides ? D'autre part, 
comment varient le hombre et la longueur moyenne des gros et petits peptides au cours 
de l 'hydrolyse pepsique ? 

On peut r6pondre ~ la premi6re de ces questions en appliquant comparativement 
la technique de SANGER aux hydrolysats entiers et ~ leur fractions "prot6iques". Les 
a-NH 2 qu'ils contiennent 6tant ainsi d6termin6s quant ~ leur nature et leur nornbre, 
une simple diff6rence fournit les m6mes renseignements pour la fraction "non-prot6ique' .  
La deuxi~me question a d6j~ 6t6 abord6e pax diff6rents auteurs TM t, avec la seule aide 
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de la technique VAN SLYKE. La technique de SANGER, toutefois, est, dans ce domaine 
aussi, d 'un pr6cieux secours car elle permet une 6tude plus commode et surtout plus 
pr6cise des milieux d'hydrolyse pauvres en a-NH 2. C'est donc en appliquant la technique 
de SANGER aux fractions "prot6iques" et celle de VAN SLYKE aux hydrolysats entiers 
que nous avons pu suivre de fagon assez approfondie le destin des peptides pendant 
l 'hydrolyse pepsique des deux prot6ines. 

Les pr6cipitations sont effectu6es selon BUTLER 32 de la mani+re suivante: on traite 
]es hydrolysats par 5 lois leur volume d'acide trichlorac6tique 0.3 M. Apr6s homog6n6- 
isation, le m61ange est laiss6 ½ heure & la temp6rature ordinaire. Quand il s'agit unique- 
ment de doser l 'azote rest6 soluble, ou azote "non-prot6ique" (NNP), le m61ange est 
simplement filtr6 autant  de lois quill est n6cessaire pour obtenir une liqueur claire et la 
teneur en azote total de cette liqueur est d6termin6e par micro-KJELDAHL. Quand il 
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Fig. 4. Formation de l'azote "non-prot~ique" pendant l'hydrolyse de 
par la pepsine 

l'albumine et de la globine 

s'agit par contre d'appliquer la technique de SANGER a l a  fraction "prot6ique", le 
m61ange est centrifug6 et le culot insoluble, apr~s avoir 6t6 soigneusement lav6 & l'acide 
trichlorac6tique o. 3 M, est mis en suspension dans une solution concentr6e de HCOsNa. 

Avant d'6tudier en d6tail les deux fractions, il est bon de connaltre la ein6tique de 
formation de l'azote "non-prot6ique" pendant l 'hydrolyse pepsique de l'albumine et 'de 
la globine (fig. 4). 

Les eourbes de la Fig. 4 permettent  de constater, que ce soit avec la globine ou 
l'albumine, une formation initiale massive d'azote "non-prot6ique". Ce fait sugg~re dans 
les deux easque,  au d6but de l 'hydrolyse tout au moins, l 'enzyme d6tache directement 
des peptides relativement courts sans s 'at tarder beaucoup h des ruptures internes. Mais 
une diff6rence fondamentale entre les deux prot6ines se manifeste rapidement: avec la 
globine, la formation d'azote "non-prot6ique" est bient6t totale, m~me quand des 
quantit6s tr~s faibles d'enzyme sont en jeu. Au cours d'une premiere phase done, la 
prot6ine est compl~tement t ransform~ en peptides solubles dans l'acide trichloracktique; 
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elle se comporte ainsi comme l'insuline t4 et la cas~ine xs. Puis, une seconde phase succ6de 
la premi6re, au cours de laquelle (Voir Tableau V) l 'enzyme continue, quoique beaucoup 

plus lentement,  "~ rompre des liaisons. Les peptides "non-prot6iques" doivent alors subir 
une d6gradation ult6rieure qui diminue leur longueur moyenne.  

Dans le cas de l'albumine, au contraire, la formation d'azote "non-prot~ique" 
ralentit consid~rablement quand eUe atteint environ o~ -* 5 ° ~o . Nous retrouvons donc 1~, 
au moyen d'une autre technique, des r6sultats analo~xes ~ ceux d6j~ signal6s par 
TISELIL'S ll et MORING-CLAESSON 13. Notons de plus que, pendant toute l'hydrolyse, 
l'azote amin6 et l'azote "non-prot6ique" augmentent toujours siinultan~ment et paral- 
161ement. Cherchons maintenant k prt~,ciser ces notions. 

A. Cas de la globine 

a. Premiere phase de l'hydrolyse - Trans/ormation rapide de la prot~ine en peptides "non- 
prot~iques 

La globine est hydrolys6e, dans les conditions habituelles, par la pepsine (I/3OOO ° 
de son poids; o.o187 unit6s pepsine par g de prot6ine) pendant ½ h et I h ½. Les 
fractions "prot6iques", une lois s6par6es, sont mises en suspension dans HCO3Na, puis 
elles sont trait6es comme d'ordinaire par FDNB.  Nous avons v6rifi6 que la pr6sence 
d'acide trichlorac6tklue ne fait pas obstacle ~ la condensation du r~actif avec les fonctions 
a.mine et qu'elle ne donne naissance b. aucun artefact g~nant.- 

"FABLEAU VII 
NATURE ET PROPORTIONS DES (I-NH 2 DANS LE$ FRACTIONS "PROTI~IQUES" ET 

"NON-PROTI~;IQUILS" DES I tYDROLYSATS PEPSIQUEN DE GLOBINE 

' N o m b r e  d e s  a - N l t , ,  

Dur6e d e  N a t u r e  D a n s  03  4 0 0  g [ D a n s  ( P ) "  g 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  r- . . . . . . . . . . .  ] 

l 'hydrolyse  de.~ de l ' h y d r o -  • . . . .  I d e  la  f r a c t i o n  I . . . . .  d e  l a  fraction 
(mini  u - N H ~  . , e m  ~ r a c u o n ,  I ~ e  m i ra cu o n  

l v s a t  ,, . ,, ' n u n -  ,, . ,, " n o n -  
e n t i e r  prot61quc prot6ique" prot~lque prot6ique" 

I 

3 ° V a l i n e  5, t 2.1 [ 17. 3 t .  7 3 .4  
Leucine 3-7 3"o I o.,q 2. 4 r. 3 
[ ' h 6 n y l -  
alanine  3.~ I .(~ 0 .7  i - 3  t .t) 
Alanine  4 . 0  4 .3  5 .0 3 .5  t .  I 
S6rine z. 3 ~.-' 6 .7  x.<~ , t .  3 

a ' N H 2  I 
totaux x 8 .0  12.2 4 5 . 9  9 . 9  ; 9 -o  

9 ° V a l i n e  5.x ~.o 9 . 3  I 0"5 4 't:' 
i Leucine 3.4 2 .6  4. ~ I t .3 2. I 

P h 6 n y  1- i ' 
alanitve 5 m  4.'~ 6 .~  ".5 ' 3,-t 
Alaninc  I o .e  7 .5  t 3 .o  3.,~ 6. 4 
S6rine 4.7  3 .2 ¢~." r.~, 3. l 
a - N H  2 
totaux 
] trouvds 29. 3 19.2 3U.5 ~t.7 19 .b  
I corrig~s 3 7 . 0  2 5 . 0  5 0 . 0  t 2. 4 2 4 . b  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ,_ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

" E n  3 ° minutes ,  63 4oo g de globine d o n n e n t  5 I  o o o  g de fract ion " p r o t ~ i q u c "  c t  12 4 0 0  g d d  
fract ion " n o n - p r o t 6 i q u e " .  E n  9 o  minutes ,  respect ivement ,  3z 37 ° g e t  3t o3 ° g.  

• * D a r t s  certaines  de nos  exp6riences d'ail leurs une quant i t6  no tab lement  plus  grande de l 'azote  
p r o ~ i q u e  dev ient  soluble  dans  l'acide tr ichlorac6tique.  
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Dans le Tableau VII, on trouvera la nature et le nombre des divers a-NH 2 contenus 
clans les fractions "protSiques" et "non-protSiques" des hydrolysats. Le nombre des 
¢t-NH 2 a 6t~ rapportS, pour chaque fraction, soft ~ 63 400 g (afin de permettre une 
comparaison avec l 'hydrolysat entier), soft au poids (P) de la fraction auquel 63 400 g 
de prot~ine ont donn~ naissance dans les conditions de l'essai. 

Les chiffres du Tableau VII appellent les quelques commentaires suivants: 

Apr~s 30 minutes d'hydrolyse: 

I. La technique au FDNB permet de d6celer la presence, darts 63 40o g d'hydro- 
lysat, de 19 a-NH I. Ce chiffre est en bon accord avec celui fourni par le dosage VAN SLYKE 
(14 -NH, apparus + 5 a-NH2 valine). Les operations chromatographiques ont donc 6t6 
quantitatives et il n'est pas besoin d 'apporter une correction quelconque h leurs r6sultats. 

2. La fraction "prot~ique" n'est ~videmment pas constitu6e uniquement de globine 
intacte car eUe est moins fiche que cette derni~re en a-NH 2 valine (2.1 au lieu de 5.0) 
et eLle renferme une quantit6 notable d'autres a-NH 2. Deux possibilit~s, entre lesquelles 
nos experiences ne permettent  pas de choisir, peuvent alors 6tre envisag6es: ou bien 
cette fraction ne contient d~j~ plus de chalne intacte; chaque chalne initiale aura.it alors 
donn6 naJssance, en moyenne, h 9.9]5 = 2 tr~s gros peptides (Pds tool. moyen: 51oo, 
longueur moyenne: 45). Ou bien on trouve dans la fraction un m~lange de chalnes 
intactes et de gros peptides. Dans ce dernier cas, les a-NH, valine de la fraction "pro- 
t~ique" nous permettent  d'afflrmer que cette fraction renferme au maximum 21 50o g 
de chalnes intactes (34% du poids initial). Le poids des peptides serait alors 51 ooo - -  
21 50o soit 29 5oo g. Leur nombre serait 9.9 - -  1.7 -- 8.2, leur pds tool. moyen 360o et leur 

longueur moyenne 32. Chaque chalne initiale aurait alors donn~ 9-9 - -  1.7 _- 2.5 peptides 
5.0 -- 1.7 

"prot~iques" d~pourvus de a-NH~ valine. 
3. La fraction "non-prot6ique", de son c6t6, p~se I2 40o g e t  contient 9 peptides. 

Ces derniers ont donc un poids mol6culaire moyen de 138o et une longueur moyenne 
6gale ~ 12 environ. Si toutes les chalnes prot6iques ont 6t6 attaqu6es, chacune a livr6 
environ 2 de ces peptides. Dans le cas contraire, chaque chaine attaqu6e en a livr6 3. 

Notons ici que nos calculs sur les fractions "prot6ique" et "non-prot6ique" ont 6t6 
effectu6s dans deux cas extremes et nous pouvons dire que, pendant les 30 premieres 
minutes de l'hydrolyse, chaque chaine prot6ique attaqu6e a, en moyenne, certainement 
fourni 2-3 gros peptides (longueur moyenne: 32-45) et 2-3 petits peptides (longueur 
moyenne: 12). 

4. Le partage des a-NH t de la valine et des autres aminoacides entre les deux 
fractions ne pr~sente pas de caract~ristiques assez nettes pour permettre des conclusions 
pr&ises. Si l'on s'en tient au point de vue qualitatif cependant, il y a lieu de remarquer 
qu'aucun a-NH 2 n'est totalement absent de l'une des fractions. 

A#,~s 9 ° minutes d'hydrolyse: 

I. La technique chromatographique permet, dans ce cas, de retrouver 3o a-NHz 
seulement dans 63 4o0 g d'hydrolysat Mors que le dosage VAN SLYKE en d~c~le 37. 
Cette discordance est, en partie tout au moins, due ~ l 'apparition de ~-NH 2 dont le bilan 
ne fait pas 6tat. Mais, en outre, nous avons toujours constat~ clue plus les milieux 
trait~s sont riches en ~-NH z et moins la technique au FDNB est quantitative. Nous 
avons donc corrig6 syst~matiquement les r6sultats afin de tenir compte de ces erreurs. 
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2. Signalons, sans qu'il soft besoin de redonner tous les d~tails du calcul, que la 
longueur moyenne des gros peptides de la fraction "prot~ique" a nettement diminu6 
depuis l'essai pr~c6dent puisqu'eUe n'est plus comprise qu'entre 19 et 23. Toutefois, le 
nombre de ces peptides est rest~ sensiblement constant. 

Notons de plus que, si tous les a-NH 2 valine de la fraction "prot~ique" sont attribu~s 
des chatnes intactes, le poids de ces derni~res ne repr~sente plus que io% du poids 

initial au lieu de 34.5% comme avant. En reprenant les deux alternatives pr~c~dentes, 
nous pouvons donc dire que, entre la 3 °0 et la 9 °o min. d'hydrolyse: ou bien les gros 
peptides ont subi des ruptures dormant chaque fois naissance ~ un peptide plus court, 
mais encore "prot~ique", et un peptide "non-prot~ique" ; ou bien la plupart des chaLnes 
qui restaient intactes apr~s 3o minutes d'hydrolyse ont donn~ des gros peptides tandis 
qu'tm nombre sensiblement ~gal de ces peptides passait, apr~s une d~gradation conve- 
nable, dans la fraction "non-prot~ique". 

3. Le nombre des peptides "non-prot~iques" a ~videmment beaucoup augmentS. 
En moyerme, chaque chatne attaqu~e en a maintenant fourni 5 ou 6. Mais leur longueur 
moyenne n'a pas notablement vari~e (II-I2) .  Au cours de la premiere phase il semble 
donc que les petits peptides d~tach~s par l 'enzyme aient une longueur moyerme sensible- 
ment constante et, d 'autre part, qu'ils ne subissent aucune d~gradation ult6rieure 
notable. Notons que, en mesurant les variations subies par le N -N H  2 et le N total de la 
fraction "non-prot6ique", BUTLER 14 et WINNICK 15 6taient d6j~ arrives k des conclusions 
semblables pour l 'hydrolyse pepsique de l'insuline et de la cas6ine. Le fait parait donc 
assez g6n6ral. Nous allons d'ailleurs en trouver imm6diatement confirmation. 

b. Deuxi~me phase de l'hydrolyse: lente d~gradation ult~rieure des peptides 

Quand le rapport enzyme/substrat est ~gal ~ 1/3ooo, la premiere phase de l 'hydro- 
lyse, nous l'avons vu, transforme la prot6ine en peptides "non-prot~iques" dont la 
longueur moyenne est de 11-12. I1 est int6ressant de savoir, d'une part,  si cette m~me 
longueur moyenne est retrouv6e quand l 'hydrolyse est conduite au m~me point, mais 
avec plus d'enzyme, et, d 'autre part, comment varie cette longueur pendant la deuxi~me 
phase de l'hydrolyse. 

Le nombre des liaisons rompues est maintenant trop ~lev6 pour que des rAsultats 
int6ressants soient obtenus par la technique de SANDER. Mais l'azote "non-prot6ique" 
est alors suffisamment proche de l'azote total pour que la longueur moyenne des peptides 
puisse ~tre d6duite directement du dosage de l'azote VAN SI.YKE dans les hydrolysats 
entiers. 

Un tel calcul a 6t6 fait dans tous les cas possibles et les chiffres correspondants ont 
6t6 r6unis au Tableau VIII.  

Quelques remarques peuvent alors 6tre faites: 
I. Bien que la technique utilis~e soit ici diff6rente, nous retrouvons sensiblement, 

au seuil de la deuxi~me phase, les peptides caract~ris6s pr6c~demment. Nos conclusions 
ant6rieures s'en trouvent donc parfaitement confirm6es. 

2. Quelle que soit la quantit6 d'enzyrne en jeu, la longueur moyenne des peptides 
au d~but de la deuxi~me phase sembte toujours la m~me. Ce fait doit 6tre rapproch6 
d'un aut~e, ~ savoir que les a-NH2 mis en libert6 avec un rapport enzyme/substrat de 
I/3OOO ne different pas sensiblement, quant k leur nature, de ceux lib6r~s avec un rapport 
de i/3 o. Quand on utilise beaucoup d'enzyme, les ruptures sont 6videmment plus nom- 
breuses par unit6 de temps, mais elles semblent se produire, pendant la premiere phase 
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TABLEAU VIII  
LONGUEUR MOYENNE DES PI~PTIDES ~'NONopROT]~I~UES" PENDANT L~HYDROLYSE 

DE LA GLOBINE DE CHEVAL 

133 

Proportions 
pond6rales 

enzyme/substra t 

I/3O 
(i.87 unit~ pepsine 

pour i g de prot~ine) 

x/x5o 
(0.37 unit6 pepsine 

pour x g de prot~ine) 

1/3000 
(O.OX87 unit~ pepsine 
pour z g de prot~ine) 

Dur~e 
(heures) 

½ 
1½ 
3 
8 

14 
24 

1½ 
4½ 
8 

23 

24 

N N P N -  NH t apparu 
(en~/o de N total) (en% de N total) 

89 5.85 
9 ~- 7.35 
95 8.95 

IOO I 1.85 
xoo z3.35 
IOO 2 I . I  

87 5.6 
89 6.9 
89 9.0 
93 z3.9 

97 6-7 

Longueur 
moyenne des 

peptides 
"non-prot6iques" 

I2 .O 

9.5 
7.9 
5.9 
5.3 
3-3 

I2. 5 
10.2 

7.8 
5.0 

Io. 5 

de l'hydrolyse tout all moins, aux m~mes endroits clue quand il y a peu d'enzyme. La 
/ormation de dod~capeptides (en moyenne) est donc un stade bien d~/ini de la d~gradation 
pepsique de la globine. 

3. Au cours de la deuxi~me phase de l'hydrolyse, les peptides de la premiere phase 
sont repris de nouveau par l'enzyme pour ~tre soumis ~ une lente d~gradation. Au bout 
de 24 heures environ, cette d6gradation ult6rieure amine le m61ange au stade t~tra- 
tripeptide (rapport 113o) ou pentapeptide (rapport 1115o; o.37 unit~s pepsine par g de 
substrat). 

4. Si l'on se demande maintenant pourquoi l'enzyme attaque plus lentement les 
peptides "non-prot~iques" que les prot~ines ou les gros peptides interm6diaires, deux 
hypotheses peuvent ~tre ~mises: ou bien la pepsin, posskte une aff init~ plus grande pour 
les gros aggr~gats peptidiques que pour les petits et l'on revient d l'ancienne conception des 
prot~inases ; ou bien les liaisons peptidiques pour lesquelles la pepsine ale plus d'aff in#~ 
oat itl rompues pendant la premikre phase et il ne reste plus, au cours de la deuxi~me phase, 
que des liaisons difficilement attaquables. Seules des exl~rienees ult6rieures permettront 
~videmment de pr~ciser ce point. 

B. Cas de l'albumine 

A titre de comparaison, des hydrolysats pepsiques d'albumine ont 6t6 soumis aux 
m~mes techniques que pr~c6demment. Mais, eomme les chromatogrammes sont iei plus 
complexes, nous n'avons pas chereh~ ~ d~terminer s~par~ment les divers ~-NH 2 et nous 
sommes content,s de closer les DNP d6riv~ apr~s les avoir d~barass~s des artefacts 
(Tableau IX). 

Les ehiffres du Tableau IX montrent que la fraction "prot~ique" contient, dans ce 
cas encore, quelques a-NH v En plus des molecules intactes dont la presence semble 
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TABLEAU IX 
a-NH| DANS LES FRACTIONS "PROTI~IQUE" ET "NON-PROT~IQUE" PENDANT L'HYDROLYSE 

PEPSIQUE DR L'ALBUMINE 

PROPORTIONS POND]~RALES ENZYME/SUBSTRAT: 1/30~ 1.8 7 UNITIES PRPSINR PAR g DE PROT~INE 

Durde 
de l'hydrolyse 

(b) 

~/, 
21/S 

x5 

NNP 
(end/o de N total) 

2;0.0 

36.0 
79.0 

Nombre total de u-NH t 
dans (P) * g de la 

fraction 
"prot6ique" 

3.0 
2.9 
L7 

fraction 
"non-protdique" 

I2  

34 
52 

Longueur moyenne 
des peptides 

"non-prot6iques'" 

6.6 
4.2 
5.5 

" Le symbole (P) indique, comme au Tableau VIII ,  le poids de la fraction consid4r6e auquel 
, tool de prot6ine (45 ooo g) a donnd naissance duns les conditions de l'essai. 

*" Cet essai est de eeux pendant  lesquels on assiste h une d4gradation plus complete de 
l'albumine. 

bien d6montr~e par les t ravaux de TISELIUS et MORING-CLAESSON, l'acide trichlor- 
acdtique pr~cipite donc quelques peptides "proteiques" dont la longueur, d'ailleurs, ne 
peut pas &re calcul6e. 

Notons d 'autre part  que les peptides "non-prot6iques" sont tout de suite tr~s courts 
et que leur longueur moyenne semble atteindre bientbt sa valeur minimum. 

La longueur moyenne des peptides "non-prot4iques" peut  d'ailleurs 6tre 4galement 
calcul6e ~t partir  de la teneur en N-NH z de ces peptides. Cette derni~re est directement 
donn~e par la formule suivante, d4j~ utilis6e par MORING-CLAESSONXS: 

I00 n 1 = NNP.n~ + (IOO-- NNP) n 3 

oh n t e s t  le pour cent de N - N H  t dans les hydrolysats entiers (pour cent de N total). 
n s est le pour cent de N-NH t dans la fraction "non-prot~ique" (pour cent de N total). 

et  n s est le pour cent de N-NH I dans la fraction "prot~ique'" (pour cent de N total). 
n t e s t  pris dgal A 4.3 (teneur de la prot~ine intacte en N-NHt) ,  plus un certain facteur (d'ailleurs 

faible) tenant  compte de la pr4sence de quelques a-NH, dans la fraction "protdique" (Tableau IX). 

Nous avons rassembl6 les r~sultats de ce calcul dans le tableau X. 

TABLEAU X 
LONGUEUR MOYENNE DES PEPTIDES "NON-PROTI~IQUES" PENDANT L'HYDROLYSR 

PEPSIQUE DE L'ALBUMINE 

PROPORTIONS POND~RALES ENZYME/SUBSTRAT" I / 3  O, 1.8 7 UNIT~-S PEPSINE 
PAR g DR PROT]~INE 

Dur4e 
de l°hydrolyse 

(b) 

x ]. 
3 
8 

z3  
24 

N-NH t dans 
l 'hydrolysat  

entier (nl) 
(en~/o de N total) 

7.5 
10.'2- 
I I .  4 
12.5 
x4.6 
15.7 
*6.5 

NNP 
(en~o de N total) 

20.0 
30.2 
38.5 
42.8 
47.0 
49.2 
54-5 

I 

Longueur 
moyenne des 

peptides 
"non-protdiques" 

5.5 
4 . !  
4-3 
4.z 
3.5 
3.3 
3.4 
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L'ensemble des r6sultats exp~rimentaux des Tableaux IX et X montre que la 
pepsine n 'attaque pas l'albumine comme elle attaque la globine. Dans un cas, en effet, 
nous voyons toutes les moldcules de globine subir, au cours d'une premiere phase, une 
rapide d~gradation qui donne naissanee simultan~ment ~t de tr~s gros peptides et (en 
moyenne)/t  des dod~capeptides. Les gros peptides sont dgalemment scind~s en doddea- 
peptides et ce sont ces derniers que l'on trouve seuls au terme de la premiere phase. 
Pendant eette ddgradation initiale, l 'enzyme attaque manifestement eertaines liaisons 
de pr~fdrence aux autres. Puis, au cours d'une deuxi~me phase, les doddcapeptides se 
transforment lentement en t~tra-tripeptides. La sp6cificit~ de rupture s'att~nue pendant 
cette deuxi~me phase et il apparalt, aux extrdmitds amindes des chaines, de plus en plus 
d'aminoaeides diff~ents. 

Dans l'autre eas, pour une raison d'ailleurs inconnue, une pattie seulement des 
moldcules d'albumine subit une ddgradation initiale rapide. Mais les moldcules attaqudes 
sont tout de suite profonddment moreel~es. La longueur moyerme des peptides "non- 
prot6iques" n'est en effet, d~s le d6but de l'hydrolyse, que de 6 environ et tombe ensuite 
lentement ~t 3-4. La presence, pendant toute l'hydrolyse, de quelques peptides probable- 
ment plus longs peut, en outre, ~tre dc~el6e, mais il est difflcile de dire si ees peptides 
sont ou non des produits interm~diaires de la d~gradation. 

Quoi qu'il en soit, nos rdsultats pour l'albumine sont d'aeeord, dans une certaine 
mesure, avec ceux de TISELIUS et ceux de MORING-CLAESSON. Avec ceux de TISELIUS, 
en ce sens que ralbumine est bien transformde par la pepsine en petits peptides sans 
que l'existence de produits interm6diaires puisse 6tre nettement mise en dvidence. Avec 
cetlx de MORING-CLAESSON aussi, apr~s la correction que nous leur avons apportd clans 
l'introduction, en ce sens que les peptides initialement form6s semblent bien subir, de la 
part de l'enzyme, une l~g~re d~gradation ult~rieure. 

Voici, pour terminer, un schema tentant de r~sumer les diverses modifications 
subies par la globine et l'albumine au cours de leur hydrolyse pepsique. 

Gros peptides-~ Doddcapeptides 
(en moyenne) 

t~tra-tripeptides 
GLOBINE ~ Doddcapeptides (en moyenne) 

(en moyenne) 
k , , J  ~ $ 

~f ~f 

Ddgradation initiale rapide Ddgradation ultdxieure lente sans 
avec spdcificitd dans les spdcificitd dans les ruptures (tout au 

ruptures, moins du cStd amind des liaisons). 

Quelques gros peptides 
/ (intermddiaires ?) 

ALBUMINE 

~ Hexa-pentapeptides 
(en moyenne) 

Ddgradation rapide puis 
lente sans spdcificit d no- 
table dans les ruptures 
(tout au moins du cStd 

amind des liaisons). 
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thtra-tripeptides 
(en moyenne) 

Ddgradation 
ultdrieure lente 
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R]~SUM]~ 

Au cours du prdsent travail,  nous appliquons aux hydrolysats  pepsiques de globine de cheval et  
d 'a lbumine d'ceuf, ainsi qu'~t leurs fractions "protdique" et  "non-protdique",  les techniques de SANGER 
(L2.4-fluorodinitrobenz~ne), de roxyda t ion  periodique et  de VAN SLYXE. Nous montrons que: 

i. L 'hydrolyse pepsique de la globine de cheval se fait  en deux phases successives. 
2. Pendan t  la premiere phase, les chatnes de la protdine donnent  s imultandment  naissance 

de tr~s gros peptides et  ~t des doddcapeptides (en moyenne). ~ gros peptides sont dgalement 
transformds en doddcapeptides. Ces derniers repr6sentent  donc un stade bien ddfini dans l ' a t t aque  
pepsique de la globine de cheval. 

3. Pendan t  cette premiere phase, la pepsine rompt  prdfdrentiellement les liaisons dans lesquelles 
ralanine,  la phdnylalanine, la leucine et  la sdrine sont impliqudes par  leur fonction amine. La spdci- 
ficitd du c6td carboxyle des liaisons n 'a  pu malheureusement  ~tre encore dtudide. 

4. Pendan t  la seconde phase, les peptides prdcddents subissent une lente ddgradation qui les 
amine  au stade tdtra-tr ipeptides (en moyenne). Au cours de cette a t taque  ultdrieure, la pepsine ne 
semble pas manifester une spdcificitd notable (du c6td amind des liaisons tout  au moins). 

5. L 'hydrolyse pepsique de r a lbumine  d'ceuf ne prdsente pas les m~mes caract~res. L'existence 
de peptides intermddiaires entre les moldcules intactes et  les produits  ultimes de ddgradation 
n ' appara l t  pas net tement .  D~s le ddbut  de rhydrolyse,  il se forme des hexa-pentapeptides (en moyenne) 
qui ne subissent ensuite qu 'une  faible ddgradation ultdrieure. 

6. Chaque moldeule d 'a lbumine at taqude d tant  immddiatement  ddgradde de faqon profonde, 
il est normal de prdvoir qu 'aucune spdcificitd de rupture  ne puisse se manifester. C'est bien ce que 
r o n  constate en effet, du c6td amind des liaisons rompues tou t  au moins. 

SUMMARY 

In  this paper the techniques of SA~GSR (L2.4-fluorodinitrobenzene), of periodate oxidation and  
of VAN SLVK~ were applied to peptic hydrolysates of horse globin and egg albumin. I t  was shown t h a t :  

x. The  hydrolysate  of horse globin is formed in two successive phases. 
2. During the  first phase of the  degradation of horse globin very large peptides and  dodeca- 

peptides (average) are formed simultanously from the  protein chains. The large peptides are also 
t ransformed into dodecapeptides. The la t ter  therefore represent a definite stage in this  degradation. 

3. During this  first phase the pepsin breaks up preferentially those bonds in which alanine, 
phenylalanine, leucine and serine are involved through their  amino-groups. Unfor tunate ly  i t  has not  
yet  been possible to investigate the specificity of the carboxyl moiety in these bonds. 

4. During the  second phase the  peptides undergo a fur ther  degradation unti l  the  stage tetra-  
tr ipeptides (average). In  this later  a t t ack  pepsin does not  seem to display any notable specificity 
(at least at the amino-side of the bonds). 

5. The peptic hydrolysis of egg albumin shows different characteristics. The existence of peptides 
as intermediates between the intact molecules and the end-products of the degradation is not evident. 
From the very beginning of the hydrolysis hexa-penta peptides (average) are formed which undergo 
only slight subsequent degradation. 

6. As each albumin molecule is immediately extensively degradated it could be anticipated 
that no specificity of break-down would appear. This is the case, at least as far as the amino-groups 
of the broken bonds are concerned. 

ZUSAMMENFASSUNG 

In dieser Arbeit wurden auf Pepsinhydrolysate von Pferdeglobin und Eieralbumin, sowie auf 
deren "Protein" -- und "Nicht-protein" -- Fraktionen die Methode von SANGER (I.2.4-Fluoro- 
denitrobenzol), die Perjodatoxydation und die VAN SLv~E'sche Arbeitstechnik angewendct. Es 
wurde gezeigt: 

x. Die Pepsinhydrolyse des Pferdeglobins geht in zwei aufeinanderfolgenden Phasen vor sich. 
2. W~ihrend der ersten Phase enstehen alas den Eiweissketten sehr grosse Peptide und Dodeka- 

peptide (durchschnittlich). Die grossen PeptJde werden ebenfalls in Dodekapeptide verwandelt. 
Letztere stellen also ein wohl definiertes Stadium im Pepsinabbau des Pferdeglobins dar. 

3. Vq~hrend der ersten Phase spaltet das Pepsin vorzugsweise diejenigen Bindungen, an denen 
Alanin, Phenylalanin, Leucin, und Serin mit ihren Ami,~ogruppen beteiligt sind. Die Spezifizitlit 
dieser Bindungen auf der Carboxyiseite konnte leider noch nicht untersucht werden. 

4- WRhrend der zweiten Phase er~ahren diese Peptide einen langsamen Abbau bis zum Stadium 
Tetra-Tripeptide (durchschnittlich). W~ihrend dieses sp~tteren Angriffes scheint das Pepsin nicht 
spezifisch zu wirken (jedenfalis nicht an den, an den Bindungen beteiligten Aminogruppen). 

Bibliographie p. x37. 
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5- Die P e p s i n h y d r o l y s e  des  E i e r a l b u m i n s  zeigt  e inen ande ren  Charak te r .  Zwisehen  den  unve r -  
s e h r t e n  Molekeln u n d  den  endgi i l t igen A b b a u p r o d u k t e n  t r e t en  Pep t ide  ale Z w i s c h e n p r o d u k t ¢  n i ch t  
deu t l i ch  auf.  Gleich zu B eg i nn  der  H y d r o l y s e  e n t s t e h e n  H e x a - P e n t a p e p t i d e  (durchschni t t l i ch) ,  die 
d a n n  n u r  noch  wenig  a b g e b a u t  werden.  

6. Da  jede  A l b u m i n m o l e k e l  sofor t  we i tgehend  a b g e b a u t  wird, war  vo rauszusehen ,  dass  Rich 
keine  Spezifizit/it  in der  S p a l t u n g  der  ve r sch i edenen  B i n d u n g e n  zeigen wiirde. Dies  war  a u c h  der  
Fall,  j edenfa l l s  was  die an  den  B i n d u n g e n  bete i l ig ten A m i n o g r u p p e n  betrifft .  
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