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D E  L ' H Y D R O L Y S E  P A R T I E L L E  DU LY S O ZY ME 

par  
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Laboratoire de Chimie biologique de la Facult~ des Sciemes, Pa~,is (France) 

La composition du lysozyme en acides amin4s totaux 6rant k peu pras connue t, 
nous avons entrepris l'6tude de la structure de cette prot6ine ell cherchant k isoler 
divers peptides obtenus apr~s hydrolyse partieUe. I1 nous a paru plus commode, au 
d6but, de soumettre la prot6ine k une hydrolyse assez 6nergique, encore qu'incompl~te, 
plutSt qu'~ une hydrolyse lente et m6nag6e. On 6vite ainsi la formation d'un trop grand 
hombre de peptides; seuls, en effet, subsistent alors les peptides les plus r6sistants 

l'hydrolyse. Ce sont ceux-l~ dont nous commen~ons ici l'6tude. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

IOO nag de carbonate de lysozyme pur, cristallis6, ~ I6.7% d'azote totalL sont 
hydrolys6s par l'acide chlorhydrique 6 N, en tube scell6, sous vide, I5 heures ~ 8o °. 
L'acide chlorhydrique utilis6 a 4t6 soigneusement priv6 de toute trace de m6tal, en 
particulier de fer, par 5 distillations succesives dans un appareil convenable 8. La solution 
provenant de l 'hydrolyse a 6t6 6vapor6e 4 fois, chaque fois aprhs addition d'eau distill6e, 
dans un exsiccateur sur chlomre de calcium et chaux sod6e, ~ la temp6rature ordinaire. 
Le r6sidu est repris par 2 ml d'eau. Le degr6 d'hydrolyse atteint duns ces conditions 
est indiqu6 par les quantit6s des groupements amin6s et carboxyliques lib6r6s, quantit6s 
exprimdes en pour cent de ceUes qui correspondraient ~ une hydrolyse totale: 

- NH 2 (dosage d'apr6s VAN SLYKE) 74. 
-COOH (dosage d'apr6s VAN SLYKE, DILLON ET MACFAYDEN) .55. 

La solution obtenue est soumise ~ la chromatographie sur papier (Whatman n ° I) 
avec du n-butanol h 15 % d'eau. La ninhydrine r6v61e une s6rie de taches correspondant 
aux divers acides amin6s et  k quelques peptides, et, bien en avant de la tache corres- 
pondant aux acides amin6s les plus rapides, les leucines, une tache isol6e de RF = o.6o*. 
Quoique bien d61imit6e, cette tache correspond ~ la pr6sence de route une s6rie de 
peptides; elle constitue la fraction P. Selon un proc6d6 maintenant classique 4, on s6pare 
cette fraction P par d6coupage du papier sur lequel a eu lieu chromatographie analogue, 
puis par 61ution ~ l'aide d'eau distill6e. Apr~s concentration sous vide, on soumet la 
fraction P k une seconde chromatographie sur papier, en utilisant comme solvalxt l'alcool 
ben~ylique satur6 d'eau. On obtient ainsi 3 fractions: P.I, fournissant avec la ninhydrine 

* T o u s l e s  RF don t  il s 'agi t  ici cor respondent  ~. des chromatographies  sur pa.pier faites ~. t8  °. 
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une tache bien ddfinie, restant au point de d~part (Rv -- o.oo), P.II,  fournissant ~gale- 
ment une tache nette, de RF ---- o.2o, et P . I I I  se manifestant par une t ra tn~  que l'on 
peut caract&iser par un R~ moyen de o.4o. 

La fraction P.I est soumise h une chromatographie sur papier h l'aide d'alcool 
benzylique additionnd de 4% d'acide formique, le tout satur~ d'eau. On obtient ainsi 
d'une part une sdrie de fractions correspondant ~ des taches confuses voisines les unes 
des autres, et routes proches de la ligne de d~part, et d'autre part une fraction P.I.2, 
correspondant k une tache bien ddfmie, de R F = o.Io. 

La fraction P.II  est chromatographi~e ~ l'aide du m61ange suivant (en volumes): 
Chloroforrne 43.3, isopropanol 45,o, pyridine 5.o, eau 6.7; on sdpare ainsi d'une fraction 
hdt~rog~ne, correspondant ~ une tralnde proche de la ligne de ddpart, deux fractions 
fournissant des taches nettes: P.II . I  de RF = o.Io, et P.II.2, de Rl, = o.2o. 

La fraction P.III,  chromatographi~e dans les m~mes conditions que la fraction P.II, 
se scinde, h cbtd d'une fraction mal ddfinie correspondant k une trMnde confuse, en deux 
fractions fournissant avec la ninhydrine des taches nettes: P.III . I ,  de R F = o.24, et 
P.III.2, en tache allong~e dont le centre a pour RI, o.4o. 

Ainsi, de la fraction initiale P il est possible d'isoler {~ c6t6 de diverses fractions 
correspondant encore certainement ~ des mdlanges, 5 fractions bien nettes. L'emploi 
des solvants suivants, saturds d'eau saul indication contraire: phdnol + o.1% NHa; 
ph6nol + o.1% de cupron; m~lange (en volumes) de 75 de n-butanol + I5 d'acide 
formique + IO d'eau; acide isobutyrique; m~langesconstitu~spar del'alcool isoamylique 
additionn~ soft de 5% soft de IO% de l'un des acides formique, ac~tique, propionique 
ou isobutyrique; alcool isoamylique + 5 % de pyridine; m6langes ~ volumes dgaux soft 
de chloroforme et d'isopropanol, soft de cyclohexane et d'isopropanol, soft d'ac~tate 
d'~thyle et d'isopropanol, n'a permis aucune autre sdparation de ces derni~res fractions; 
elles correspondent donc vraisemblablement chacune k un peptide homog~ne. 

Trois de ces cinq peptides consid~r~s, au moins provisoirement, comme homog~nes 
ont ~t~ soumis h des analyses qualitatives concernant les acides aminds qu'ils renferment. 
Ces analyses ont ~t~ faites d'une part apr~s hydrolyse acide totale; dans ce cas, les acides 
amines ont dt6 caractdrisds par chromatographie sur papier, k l'aide soft de phenol 
contenant o.I% de NH v soft de n-butanol satur6 d'eau, soft de n-butanol contenant 
I5% d'acide formique, le m61ange 6tant additionnd de lO% d'eau; ce dernier mdlange 
~tant particuli~rement commode pour la ddtection des bases hexoniques. D'autre part, 
pour certains acides aminds, ces analyses ont port~ directement sur les peptides eux- 
m~mes, sur le papier, avant toute hydrolyse: la cystine et la mdthionine ont ~t~ recher- 
chdes par la rdaction ~ l'iodo-platinate de potassium s, la proline par la rdaction b. l'isatine 6, 
et ce, aussi bien sur les peptides que sur leurs produits d'hydrolyse; la tyrosine (d~truite 
par hydrolyse acide des peptides toujours souiU6s de substances provenant de la 
d6gradation de la cellulose du papier *) et l'histidine ont dt6 recherch6es par la rdaction 
de PAULI sur les peptides eux-m~mes; quant au tryptophane, il n'est pratiquement pas 
ddtruit par l'hydrolyse acide telle que celle h laqueUe le lysozyme a dt~ soumis ici; en 
consdquence, on en retrouve la plus grande partie sur le papier, apr~s la chromatographie 
des produits d'hydrolyse de la protdine, soit ~ l'dtat libre, dtat sous lequel il est facilement 
repdrd par la ninhydrine, soit sous forme de peptides. Sous cette forme, le tryptophane 
est d~celable par la rdaction au paradimdthylaminobenzalddhyde, selon la m~thode de 
SYNGE ET TISELIUS 7. C'est cette m~me r6action que nous avons utilis6 pour la recherche 
du tryptophane dans les peptides du groupe P. 

Bibliographic p. 227. 



226 R. MONIER, C. FROMAGEOT VOL. $ (195o) 

Dans le tableau ci-apr~s, nous donnons les r~sultats de ces analyses, en y joignant, 
titre de comparaison, la liste des acides amin6s dont la pr6sence a 6t6 caract6ris6e 

par les m~mes m6thodes dans la fraction globale P. 

TABLEAU I 

ACIDES AMIN~S DES PEpTIDES ISOL]~S DU LYSOZYMg 

0 = absence certaine, 
? = pr6sence douteuse. 
Le nombre de signes + correspond ~ l ' intensit6 relative de la tache obtenue par  la ninhydrine. 
Les acides amin6s dont  l 'absence a 6t6 constat6e de fa~oa certaine darts chacune des fractions 

n 'on t  pas 6t~ introduits  dans le tableau. 

Acides 
amin6s 

GlycocoUe 
Alanine 
S6rine 
Thr~onine 
Valine 
Leucines 
Acide aspart ique 
Acide glutamique 

Fractions 

P P.I.2 

o 

traces 
+ 

+++ traces 
+ +  

P.III .x 

traces 

o 

? 
+ 

P.III .2 

traCeS 
+ 
? 
o 

+ +  
? 

+ 

Ces r~sultats permettent plusieurs observations: 
I. Aucun des acides amines suivants ne constitue un peptide appartenant au 

groupe P: Cystine, m6thionine, proline, ph6nylalanine, tyrosine, tryptophane, histidine, 
lysine, arginine. 

2. La thr6onine, qui existe comme constituant de l 'un des peptides faisant pattie 
du groupe P, ne se rencontre darts aucun des peptides P.I.2, P . I I I . I  ou P,III.2. 

3. L'analogie des compositions des deux peptides P . I I I , I  et P.III.2 est frappante, 
et les intensit6s relatives des taches correspondant aux acides amin6s individuels qui 
les constituent sont ~ peu pros les m~mes; le peptide P.I.2 se diff~rencie des pr6c6dents 
pax relativement plus d'acide glutamique et moins des leucines et de valine. 

4. Les trois peptides ne renferment que peu, ou m6me peut-~tre ne renferment pas 
d'acide aspartique; ils contiennent au contraire une quantit6 relativement forte d'acide 
glutamique. Or, dans une mol6cule de lysozyme, il existe 18 r6sidus d'acide aspartiqu# 
et 4 d'acide glutamique. Ce dernier appartient donc k des parties du lysozyme parti- 
culi~rement r~sistantes k l'hydrolyse. 

5. Les peptides consid6r~s ici sont tous relativement riches en les leucines. Ce fait 
corrobore l'observation d6jk faite par SVNGE 9 que certains peptides riches en valine et 
en leucines sont particuli~rement r6sistants k l'hydrolyse. 

RI~SUM~ 

Une hydrolyse incomplete du lysozyme par l 'acide chlorhydrique (z 5 heures ~ 8o °) fournit  route 
une  s~rie de peptides. Par chromatographie sur papier, en uti l isant  divers solvants, il a 6t6 possible 
d'isoler cinq fractions consid6r6es, au moins provisoirement,  comme correspondant  ~ a u t a n t  de pep- 
t ides homog6nes. Trois ont  ~t6 soumis A une analyse quali tat ive en ce qui concerne lea acides amines 
qu°ils renferment.  T o u s l e s  trois sont  relat ivement  riches en les leucines et en acide g lu tamique;  
aucun  ne contient  ni acide amin6 aromatique,  ni base hexonique. 
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SUMMARY 

The incomplete hydrolysis of lysozyme by hydrochloric acid (15 hours at 80 ° C) yields quite 
a number  of peptides. I t  has been possible by paper chromatography and on using different solvents, 
to isolate five fractions which are considered, at  least provisionally, as corresponding to five homo- 
geneous peptides. The amino acids contained in three of these peptides have been analysed quali- 
tatively. All three peptides are rich in the leucines and in glutamic acid; none of them contains 
either aromatic amino acids or hexonic bases. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die unvollst~ndige Hydrolyse von Lysozym durch Salzs~ure (x 5 Stunden tmi 80 °) liefert eine 
Reihe yon Peptiden. Durch Verteilungs-Chromatographie auf Papier und durch Verwendung ver- 
schiedener Lbsungsmittel gelang es, fiinf Fraktionen zu isolieren, welche, wenigsten vorl~iufig, als 
fiinf homogenen Peptiden entsprechend angesehen werden. Die AminosAuren dreier dieser Peptide 
wurden qualitativ untersucht. Alle drei Peptide sind verhiiltnism~ssig reich an den Leucinen und 
an GlutaminsAure; keines enthMt eine aromatische Aminos~iure oder eine Hexonbase. 
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