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On sait que parmi les acides amin6s constitutifs des prot~ines, seuls le tryptophane, 
la tyrosine, la ph~nylalanine et la cystine pr~sentent des spectres d'absorption caract6- 
ristiques, pour des longueurs d'onde comprises entre 24o m/, et 3Io m/~. Diverses 
mesures, parmi lesquelles celles de HOLIDAY x, de ANSLOW ET NASSAR I e t  de GOODWlN 
ET MORTON s portant  sur les spectres ultra-violet de prot6ipes d6finies ont montr6 que, 
clans des conditions de pH d~termin6es, ces spectres correspondent, quantitativement,  

la somme des spectres des acides amin6s aromatiques et de la cystine que ces prot6ines 
contiennent, k un l~ger d~calage de longueur d'onde (de l'ordre de I ~ 2 m/~) pr~s. Or, 
des recherches pr6c~dentes 4 ont indiqu~ que le lysozyme renferme pour un poids mol6- 
culaire de 14 7oo, 6 r~sidus de tryptophane, 3 de tyrosine, 2 de ph~nylalanine et 5 de 
cystine. L'.6tude du spectre ultra-violet de cette prot~ine devait permettre une confir- 
mation de ces donn6es analytiques. En outre, elle 6tait susceptible de donner des indi- 
cations sur le r61e ~ventuel jou6 par les r~sidus des acides amines en question clans la 
structure de la prot~ine. Enfin, la connaissance pr6alable du spectre ultra-violet du 
lysozyme 6tait n6cessaire k des investigations actueUement en cours sur le mode d'union 
de cet enzyme avec le polysaccharide sur lequel il exerce son action. 

• La comparaison du spectre du lysozyme avec celui d 'un m61ange des acides amin6s 
pr~c6dents, en les proportions convenables, n6cessite la connaissance du spectre de 
chacun de ces acides amines plac6 dans des conditions bien d6fmies. Or, ell consultant 
la bibliographie k ce sujet, nous avons constat6 que bien des incertitudes r~gnent encore" 
darts la connaissance de certains de ces spectres. Aussi avons-nous repris leur d~termi- 
nation. D'autre part, les modifications des spectres des acides amin6s en question, selon 
l'6tat de dissociation de ces derniers, rendaient utiles des investigations sur les spectres 
de quelques-uns de leurs peptides. 

Le pr6sent travail comporte ainsi: 
I. La d6termination des spectres des acides amin6s suivants: tyrosine, tryptophane, 

ph~nylalanine, cystine, cyst~ine dans diverses conditions, libres ou sous forme de pep- 
tides: leucyl-tyrosine, tyrosyl-cyst6ine, glycyl-tryptophane. 

2. La d6termination du spectre du lysozyme en milieu acide et en milieu alcalin, 
et  l'~tude des variations de ce spectre en fonction du pH. 
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P A R T I E  E X P ~ R I M E N T A L E  

Les acides arnin6s et les peptides utilis6s (Hoffmann La Roche, Eastman Kodak) 
ont 6t6 soigneusement recristaUis6s, par les proc6d6s habituels 5. La v~rification de leur 
puret6 a 6t6 effectu6e par dosage de l'azote total et de l'azote amin6, par chromatographie 
de partage sur papier, et ~ventuellement par leur pouvoir rotatoire. 

Le lysozyme a 6t6 pr6par6 soit par nous-m6mes comme il a 6t6 indiqu6 pr6c6dem- 
ment, soit par "Armour Laboratories". Quelle que soit leur origine, les diff6rents 6chan- 
tillons de lysozyme ont toujours fourni pratiquement les m~mes r6sultats. Les concen- 
trations en lysozyrne ont 6t6 calcul6es k partir d'une teneur en azote total de I8.6% 
et d 'un poids mol6culaire de 14 700 pour la prot6ine iso-61ectrique 4. , 

Les spectres ont 6t6 mesur6s k la temp6rature de 18 ~ 2o °, au moyen d'un spectro- 
photom~tre de Beckman k optique de quartz entre 24 ° m F et 32o m/t, l'6paisseur des 
solutions 6tant de I cm. Darts les r6gions oh les courbes pr6sentent des variations 
importantes, les points ont 6t6 mesur6s tousles I m~ Oll m~me tousles o. 5 m F. Comme 
d'habitude, nous d6signons par e le coefficient d'absorption mol6culaire. 

I. Speares ultra-violets des acides amines a de qudques-uns de leurs peptides 

Tyrosine. Le spectre ultra-violet quantitatif de la tyrosine plac6e dans diverses 
conditions, a d6jk fair l'objet de plusieurs d6terminations x, 2, s, e, L Si, en gros, les r6sul- 
tats obtenus s'accordent, et si en particulier tousles auteurs sont d'accord pour attribuer 
~t l'ionisation du groupement -OH le d~calage consid6rable observ6 entre le spectre en 
milieu alcalin et le spectre en milieu acide, il apparait n6anmoins des diff6rences non 
n6gligeables dans les donn6es des divers auteurs, notamment en ce qui concerne le 
nombre et la position exacte des bandes d'absorption apparaissant sur le spectre. 

Les mesures portent ici d'une part 
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sur des solutions de tyrosine de 5" Io-4 M 
ou de 2- lO -4 M, soit dans l'acide chlor- 
hydrique o.I N, soit darts l'ac~tate de 

TABLEAU I 
POSITION ET VALEUR DU MAXIMUM DES 
BANDES DJABSORPTION DE LA TYROSINE 

\ 

Solvant 2 (m#) e" IO -s 

HC1 o.I N 

Ac6tate 
de Na O.Ol M 

NaOH o.i N 

275 
2 8 0  

275 
2 8 0  

293 
296 

1.39 
1.18 

1.23 
1.04 

2.34 
2.27 

l 
$50 

Fig. x. Spectre d'absorption de la tyrosine 
I. Dans HC1 o.i N 

II. Dans CHsCOONa o.oi M 
III. Darts NaOH o.i N 
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sodium o.oi M (pH 6.1), soit dans la soude o.I N. Les spectres ainsi obtenus sont re- 
pr~sent6s respectivement par les courbes I, n e t  n I  de la Fig. I. Chacun de ces spectres 
pr6sente deux bandes d'absorption dont les positions et les maxima sont indiqu6s dans 
le Tableau I. 

Ces maxima n'avaient ~t~ signal,s jusqu'ici que par HOLIDAY 1 et seulement pour la 
tyrosine en solution darts l'acide chlorhydrique. Les maxima observ6s ici en milieu acide 
et en solution aqueuse correspondent sensiblement aux bandes qui apparaissent k 

--- 276 m# et )~ = 282 m/~ sur les photographies publi6es par FERAUD, DUNN ET 
KAPLAN 8, repr~sentant le spectre qualitatif de la tyrosine en solution aqueuse. Etant  
donn6 que le p~ du groupement OH de la tyrosine est voisin de IO, le spectre de la tyro- 
sine en solution aqueuse est en effet ~ peu pros le m6me qu'en solution acide. Mais nous 
n'avons pu mettre en ~vidence les nombreuses antres bandes d'absorption qui se sont 
manifest6es sur les premieres i.o 
photographies obtenues par 
FERAUD e ta / .  s. Ces demi~res 
bandes, ou an moins la plupart 
d'entre elles, sont donc bien 
dues ~ un artefact, comme 
Font indiqu6 ult6rieurement 
les m~mes auteursL as  

D'autre part nous avons 
suivi en d~tail les variations 
du spectre de la tyrosine en 
fonction du pH, et ce, ~ titre de 
comparaison avec les mesures 
d~crites plus loin; on peut o 
ainsi, comme l'ont d6i~ indi- 
qu6 CRAMMER ET NEUBERGER 6 

d6terminer la valeur du pH 
du groupe OH de la tyrosine. 
Nous trouvons ici sensiblement 
IO.1 (courbe I, Fig. 2), cette 
valeur n'6tant pas corrig6e en 

8 ' - ,  I'o . 4a 

Fig. 2. Accroissement  de ~ (moyenne pour  ]L = 285 m/~, 
g = 290 m/~ et  g = 295 m/~) en fonct ion du PH, la diff4- 
rence observ6e ent re  la valeur  m i n i m u m  d e ,  (mesur~e g des 
PH < 8) e t  la valeur  m a x i m u m  de ~ (mesur6e g PH = x3) 

6rant  prise 6gale A I 

I. Tyros ine  II .  Leucyl- tyros ine  
I n .  Tyrosyl-cyst6ine IV.  Lysozyme 

ce qui concerne la 16g~re influence de l'activit6 ionique des solutions tampons (o.1 M) ; 
cette valeur est en bon accord avec celle de lO.O5 (non corrig6e) trouv~e par CRAmaER 
ET NEUBERGER 8. 

Leucyl-tyrosine et tyrosyl-cysMine. Les mesures concernant la leucyl-tyrosine et la 
tyrosyl-cyst6ine sont faites dans des conditions analogues aux pr6c6dentes, en prenant 
en outre les precautions convenables pour 6viter l 'oxydation de la tyrosyl-cyst6ine, 
surtout en milieu alcalin. Les r~sultats obtenus, iUustr~s par les courbes I, II, III, IV 
de la Fig. 3, et II, n i  de la Fig. 2, confirment *°, n, x2, x8 que le spectre de  la tyrosine 
ne subit gu~re de modification sensible lorsque l'acide amin~ est en combinaison pepti- 
clique; ils montrent en outre que la valeur (non corrig~e) du pK du groupe OH de la 
tyrosine engag6e dans les peptides en question est de Io.2 pour la leucyl-tyrosine et de 
lO.5 pour la tyrosyl-cystdine. Ces chiffres, ~ peine sup6rieurs k celui que l'on trouve pour 
la tyrosine libre, indiquent toutefois que le fait d'etre en combinaison peptidique freine 
ldg~rement la dissociation du groupe phdnolique. 

Bibliographie p. I22. 
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Tryptophane et glycyl-trypto- 
phane. De m~me que celui de la 
tyrosine, le spectre ~tra-viole t  quan- 
t i tatif  du t ryptophane a d6jk fair 
l 'objet de plttsieurs d6termina- 
tions 1, s, 7, ~,; les dorm6es publi6es 
par les cliff,rents auteurs pr6sentent 
~galement des variations sensibles. 

Les mesures portent ici sur des 
solutions de t ryptophane variant  de 
2.1o -4 M h I . IO  -4 M, soit dans 
l 'acide chlorhydrique o.I  N, soit 
dans l 'eau (pH = 6.0), soit dans la 
soude o.I  N. Les spectres ainsi ob- 
tenus sont repr6sent6s respective- 
ment par les courbes I, I I  et I I I  de 
la Fig. 4. Chacun de ces spectres 

Fig. 3. Spectre d ' absorp t ion  de la Leucyl- tyrosine et 
de la Tyrosyl-cyst6ine 

I. Leucyl-tyrosine dans  T a m p o n  S6rensen PH 7 .8 
I I .  Tyrosyl-cyst6ine dans T am pon  S6rensen PH 7 .8 , 

I I I .  Leucyl-tyrosine dans N a O H  o. I N 
IV. Tyrosyl-eyst6ine dans N a O H  o.i  N 

pr6sente trois bandes d'absorption 
dont les positions et les maxima 
sont indiqu6s dans le Tableau II .  

La plupart  des courbes obtenues 
pr6c6demment montraient l'exis- 
tence de deux seulement de ces 

bandes: celles qui apparaissent sur les photographies publi6es par FERAUD et al. s e t  
qui, sur ces photographies, sont situ6es ~t 280 
m/~ et 289 m F. Seuls les spectres obtenus ell 
solution aqueuse, par RAPPORT et al. 14 et par 
EDWARDS 15 montrent  les trois bandes dont 
nos d6terminations confirment l'existence. On 
pourrait  penser que la pr6sence de la bande 
voisine de 273 m/z, et qui, existe quel que soit 

T A B L E A U  I I  

P O S I T I O N  I~T V A L E U R  D U  M & X I M U M  D E S  B A N D E S  

D ' A B S O R P T I O N  D U  T R Y P T O P H A N E  

Solvant  ~ (m/t) e" IO -~ 

HCI o.I  N 

Eau  

N a O H  o.I N ' 

273 
278 
288 

272 
279 
288 

272 
279 
288 

5.40 
5-75 
4.5 ° 

5 . 1 0  

5.25 
4.4 ° 

5.05 
5.25 
4.55 
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r ? s 

| i 

/ 

L: 
L" 

m 
~70 2OO 3t0 

Fig. 4. Spectre d 'absorpt ion  du t r y p t o p h a n e  

I. Dans  HC1 o.x N 
I I .  Dans  l 'eau 

I I I .  Dans  N a O H  o.i  N 
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le p~ de la solution, serait due non pas au t ryptophane lui-m~me, mais ~ une ' impuret~ 
dont la presence serait toujours possible malgr~ les recristaUisations subies par  le t rypto-  
phane. Le fait que cette bande existe darts le glycyl-tryptophane et darts le lysozyme 
dont le spectre est conditionn~ surtout par le t ryptophane,  permet d'61iminer cette 
interpretation et d 'at t r ibuer  la bande en question r~ellement au tryptophane.  

I1 n 'est  pas sans int~r~t d'interpr~ter les ldgers ~carts qui existent entre les spectres 
du t ryptophane obtenus lorsque celui-ci est en solution acide, aqueuse ou alcaline. Nous 
bornant ~ la partie comprise entre ~t = 255 mF et ~t = 300 m F, on peut consid~rer deux 
zones: dans la p~emi~re, situ~e entre ~ = 255 mF et ~t = 283 m/~, les courbes d 'absorption 
du t ryptophane en solution aqueuse et en solution alcaline se confondent; l 'absorption 
est donc la m~me, dans ce intervalle, que le t ryptophane soit sous la forme +HaN-R-COO- 
ou sous la forme H~N-R-COO-.  Dans cette m~me zone, la courbe d 'absorption du 
t ryptophane en solution acide est net tement au-dessus des deux autres, ce qui indique 
que cet acide amind sous la forme +HaN-R-COOH absorbe plus que rune  des deux 
Iormes prdcddentes. On peut donc en conclure que l 'absorption de la molecule hypo- 
th~tique non dissoci~e H~N-R-COOH correspondrait, dans la zone comprise entre 

---- 255 m#  et ~ = 283 m/~, ~ celle du t ryptophane en solution acide. Dans la deuxi~me 
zone, situde entre ~ = 283 m# et ~ = 3o0 m F, ce sont les courbes d 'absorption du 
t ryptophane en solution acide et en solution aqueuse qui se confondent, la courbe 
d'absorption en solution alcaline ~tant au-dessus des deux autres. Par  uu raisonnement 
analogue au prdcddent, on est conduit ~t admettre  que, dans cette zone, c'est la courbe 
en milieu alcalin qui reprdsenterait le spectre de la moldcule de t ryptophane non dis- 
socide. Il  apparai t  ainsi que la courbe d'absorption de la moldcule non dissocide, toute 
th~orique, du tryptophane, est ainsi 
constitude, de ;t = 255 m# ~ ;t = 283 
m#, par  celle du t ryptophane en milieu ~o t 
acide, et de ~ = 283 m F ~ ;t = 300 m/~, ! 
par celle du t ryptophane en milieu s.o '~ 
alcalin. L'int~r~t d'une telle courbe est ~; 
qu'elle correspond vraisemblablement I 
au spectre du t ryptophane tel qu'il se 4.o I - -  
trouve au sein des protdines, ~ l '~tat 
de "rdsidu", forme sous laquelle son ,o !l - -  
spectre doit ~tre plus proche du spectre 
de la molecule non dissoci~e, que de t'~ ',.'k~r. 
celui du t ryptophane sous forme d'anion :~...- 
ou de cation. C'est une teUe courbe que 
nous utilisons plus loin dans l 'dtude du ~z 
lysozyme. 

La ddtermination du spectre du 
glycyl-tryptophane, plac~ dans des no ~o 
conditions analogues ~ celles du t rypto-  
phane, a donnd les courbes de la Fig. 5. 
Ces courbes qui dans l 'ensemble sont 
sensiblement les m~mes que celles 

T i °  

i 

1 
~ o  310 S$O 

Fig. 5. Spectre d'absorption du glycyl-tryptophane 

I. Dams HC1 o.x N 
I I .  Dams l ' eau  

I I I .  Dams N a O H  o. i  N 

fournies par  le t ryptophaue libre, en different toutefois d'une par t  par ce que l e u r  
ordre entre ~ = 24o m F et ~ = 285 m/~ n'est pas le m~me que dans le cas du t ryp to -  

Bibliographie p. x~2. 
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phane*, et parce que toutes trois sont pratiquement confondues pour ~ ~/290 m#. 
L'aspect de ces spectres confirme la validit6 des consid6rations d6velopp6es k propos du 
t r y p t o p h a n e :  en effet, dans  le g lycy l - t ryp tophane ,  seule peu t  en t rer  en jeu la dissociat ion 
du  groupe  acide du  t r y p t o p h a n e :  celle-ci n ' inf luence l ' absorp t ion ,  comme on v ien t  de 
le voir ,  que pour  ~ ~ 285 m/~. En mil ieu acide, ce t te  dissociat ion est nul le;  on cons ta te  
alors que la courbe d ' abso rp t ion  du g lycy l - t ryp tophane ,  en mil ieu acide,  sur  tou te  
l '6 tendue du  spectre,  est la m6me, aux  erreurs  de mesure pros, que celle qui  i6sul te  des 
consid6rat ions  th6oriques concernant  le t r y p t o p h a n e  non dissoci6. La  dissociat ion acide 
6 tant  seule en jeu,  on s ' expl ique  que pour  ~ ~ 285 m/~, l ' abso rp t ion  soit  d ' a u t a n t  p lus  
faible que cet te  dissociat ion est plus forte, c 'es t -k-di re  que le pi¢ de la solut ion s 'accroi t ,  
d ' o~  l 'o rdre  des courbes dans  cet te  pa r t i e  du  spectre.  

Ph~nylalanine.  Comme ceux des acides amines  pr~c6dents,  le spec t re  quan t i t a t i f  
de la ph~nyla lanine  a d6jk fa i t  l ' ob je t  de plusieurs  d6terminat ions .  N6gligeant  les 
t r a v a u x  anciens d 'apr~s  lesquels le spectre  de la ph6nyla lan ine  en solut ion aqueuse  
sera i t  repr6sent6 pa r  une courbe ne m o n t r a n t  qu 'un  seul m a x i m u m  ent re  ~, = 24 ° m/z 
et  ~ = 27 ° m/~, ces d~terminat ions  ind iquent  l ' exis tence dans  cet te  r6gion, de p lus ieurs  
bandes  d ' abso rp t ion  tr~s net tes  TM. Les photographies  de FERAUD et al. a en mon t r en t  sept .  

Les mesures que nous avons effectu6es ici po r t en t  sur  des solut ions de ph~nyla lan ine  
i . I O  -2 M k i . l O  -3 M,  soit  dans  HC1 o.I  M,  soit  dans  l 'eau,  soit  dans  N a 0 H  o.I  M.  

Les spectres  obtenus  sont  repr6-  
sent6s respec t ivement  p a r  les 
courbes I, II  et I I I  de la Fig.  6. 

i l ; .  I :  

I \ \ \  ..,. 

~ 0  250 24.0 250 260 270 280 

TABLEAU II I  
POSITION ET VALEUR DU MAXIMUM 
DES BANDES D'ABSORPTIONS DE LA 

PH]~NYLALANINE 

Solvant 

HC1 o.I N 

~, (m/~) 

242 
247 
252 

~. iO  -~  

0.77 
I.O 7 
1.48 
1.86 
1.46 
0.82 

257.5 
263 
267 

Eau 242 0.75 
247 i.o 5 
252 1.46 
257 1.77 
263 1.35 
267 0.82 

NaOH o.i N 242 o.96 
248 1.32 
251.5 1.68 
258. 5 1.93 
263.5 1.62 
267.5 Fig. 6. Spectre d'absorption de la phdnylalanine I.i5 

I. DansHClo.x N II. Dansl'eau III.  DansNaOHo.i  N 

* On pourrait utiliser les variations du spectre dans cette zone pour ddterminer, au moins 
approximativement, la valeur de PKa de la dissociation du groupe acide du glycyl-tryptophane. 

Bibliographie p. z~2. 
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Les six bandes ainsi mises en 6vidence, dont les positions et les maxima sont donn~s 
dans le Tableau III,  correspondent assez bien k celles signal6es par FERAUD eta/ .  8. Par  
contre nous n'avons pu mettre en 6vidence la septi~me bande indiqu~e par ces auteurs 
comme ~tant situ~e ~t ~ = 235 m/z. 

Cystine et Cyst~ine. Une d6termination pre- 
cise du spectre de la cystine a d~jh ~t~ faite par 
ANSLOW ET FOSTER I~, d'apr~s lesquels la courbe 
repr~sentant ce spectre s'infl&hit entre ~ = 24 o 
m/t et ~t = 260 m/t, et ce aussi bien en solution 
acide qu'en milieu alcalin. 

En ce qui concerne la cystine, nos mesures 
ont 6t6 effectu~es sur des solutions I .  IO -~ M 
soit dans HC1 o.I N, soit dans NaOH o.i  N. 
Quant ~t la cyst6ine, son spectre a 6t6 6tudi6 sur 
une solution I-IO -~ M uniquement dans HC1 
o.I N. Les r6sultats obtenus sont illustr6s par 
les courbes I, II  et I I I  de la Fig. 7. 

On constate que l'absorption de la cystine 
est consid6rablement plus 61ev6e que celle de la 
cyst6ine, et que, comme l'avaient d6j~t vu 
ANSLOW ET FOSTER 1~, l'absorption g~n~rale de 
la cystine est plus forte en milieu alcalin qu'en 
milieu acide; en particulier, le maximum 
(e = 34 o) qui se manifeste en milieu alcalln ~t 
/~ =249 m/, disparait pratiquement el1 solution 
acide. 

5,o 

&o 

e.o -N,I 
m 

4 .o  "~ 
- t 

~r 

Fig. 7- Spectre d 'absorpt ion de la cyst ine 
et de la cyst6ine 

I. Cystine dans HC1 o.i N 
II. Cystine dans NaOH o.I N 

III.  Cyst~ine darts HC1 o.i  N 

II. St~ectre ultra-violet du lysoxyme 

Corn,paraison entre le spectre du lysoxyme et celui d'un m~lange des aeides amines 
absorbants. Le spectre du lysozyme a ~t~ mesur6 tout d'abord en solution soit darts 
HC1 o.i  N, soit dans NaOH o.I N, la concentration en lysozyme variant de 112 h 225/~g 
d'azote total par nil. Les r~sultats obtenus, calculus pour un poids mol~culaire de la 
prot~ine de 14 7oo, sont donuts par les courbes des Figures 8 et 9. Chacune de ces figures 
pr~sente ~galement, ~t titre de comparaison, la courbe th~orique calcul~e pour le spectre 
d 'un m~lange de 6 molecules de tryptophane, 3 mol6cules de tyrosine et 5 mo1~cules 
de cystine. Nous n'avons pas fait intervenir la ph~nylalanine, dont la proportion (2 ou 
3 molecules par molecule de lysozyme) et les coefficients d'absorption mol~culaires sont 
trop faibles pour jouer ici un rSle appreciable. Dans l'~tablissement de cette courbe 
th~orique, nous avons consid~r~ qu'il convenait de prendre eomme base, pour le t rypto-  
phane dont le r61e est ici de beaucoup le plus important, la courbe d'absorption de la 
molecule suppos~e non dissoei~e telle que nous l'avons d~termin6e plus hant. Les courbes 
des Figures 8 et 9 montrent qu'il existe un accord tout ~ fair satisfaisant entre le spectre 
du lysozyme et celui du m~lange des aeides amines, et ce, aussi bien en milieu aeide 
qu'en solution Me,aline. En particulier, les trois maxima se retrouvent paffaltement. 
La seule difference r~side clans un l~ger d~calage du spectre du lysozyme vers les grandes 
longueurs d'onde, d~w~alage de l'ordre de 2 m/~; un tel d~calage s'observe g~n6ralement 
darts le cas d'autres prot~ines. 

Bibliogmpkie p. z~2. 



I20 C. FROMAGEOT, G. SCHNEK VOL. 6 (I950) 

4 

/, ' 

'~o•" 

a-,~ - 

Q 

I 

i ol 
I 

! 

t 
I 1 

t 

t 

t S 0  t4o ~SO a,0 
t"JO i t00  ato 

s' 

~r 

I 
A 

I 

Fig. 8. I. Spectre d'absorption du lysozyme dans 
HC1 o.x N; II. Spectre d'absorption calculd 
pour le mdlange 6 tryptophane + 3 tyrosine + 

5 cystine, dans HC1 o.i N 

Fig. 9. I. Spectre d'absorption du lysozyme dans 
NaOH o.I N; II. Spectre d'absorption calculd 
pour le mdlange 6 tryptophane + 3 tyrosine + 5 

cystine, dans NaOH o. i N 

TABLEAU IV 
POSITIONS ET VALEURS COMPAR-~ES DES MAXIMA DES SPECTRES D'ABSORP- 
TION DU LYSOZYM• D ' U N E  PART ET DU M]~LANGE" 6 MOL. TRYPTOPHANE 

~- 3 MOL. TYROSINE ~- 5 MOL. CYSTINE D~AUTRE PART 

Lysozyme Mdlange acides aminds 

*" IO - s  2 ( m # )  e" IO -3 I ~ (m#) 
I 

A. Dans HC1 o.I N 

3.67 
3.88 
2.97 

274 
281 
29 ° 

3.72 
3.86 
2.85 

273 
278 
288 

B. Dans NaOH o.I N 

3.7 ° 
3.98 
3.45 

274 
281 
290 

3.62 
3.96 
3.44 

272 
279 
288 

(A m/~) 

L 'accord  entre  les spectres mesur6s et  l e s  spectres calcul~s confirme les valeurs  

ana ly t iques  trouv~es par  FROMAGEOT ET PRIVAT DE GARILHE 4 pour  la teneur  du lyso- 

z y m e  en t ryp tophane ,  tyrosine et  cyst ine;  la va leur  de 6.3 % pour  le t ryptophane ,  va leur  
indiqu6e r6cemrnent par STEERS ET SEVAG 18, et qui correspondrait ~ 4 ~ 5 r&sidus de 
tryptophane pax moldcule de lysozyme, est donc manifestement trop iaible. 

Variations du spectre du lysozyma en /onaion du pu. Pour l'6tude des variations du 
spectre du lysozyme en fonction du pH, les solutions tampons utilis6es sont constitu6es 
par des m61anges glycocolle o.I M + NaCI o.z M + NaOH o.I M, d'apr~s S6mZ~SEN x~. 
Nous admettons en outre que le pH de NaOH o.I M est sensiblement I3. Les courbes 
obtenues se placent 6videmment entre celles des Fig. 8 et 9. Elles pr6sentent trois 

BibHographie p. x22. 
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parties: une premiere, correspondant ~ ,% < 270 m/~ dont les fortes variations sous 
l'influence du pn sont dues tz des facteurs complexes 2, 2o qu'il ne nous est pas possible 
d'analyser ici. Une seconde, comprise entre ,% = 27 ° m/~ et ,% = 286 m/~, qui n'est gu~re 
modifi4e par le pn; dans cette seconde zone d'absorption, due essentiellement au trypto- 
phane et ~ la tyrosine, l'influence des variations du spectre de cette derni~re ne se fait 
gu~re sentir; enfin, une troisi~me partie, situ~e entre ,% = 286 m/~ et ,% = 300 m/~, or, 
les variations de l'absorption, de nouveau importantes, sont dues essentiellement ~ celles 
du spectre de la tyrosine, c'est-k-dire ~ la dissociation du groupe OH de cette derni~re. 
Comme Pont fait d6jk CRAMMER ET NEUBERGER e pour d'autres prot~ines, il est possible 
d'~tudier la dissociation du groupe OH de la tyrosine constituant le lysozyme ~ partir  
des variations du spectre d'absorption, en fonction du pH. Pour ce faire, nous utilisons 
ici les variations k ,% = 285, 29o et 295 m/~. Soit a le  degr~ de dissociation du groupe OH; 
supposant a nul aux pH ~ 8, il est facile d'obtenir, ~ partir des donn~es spectrales, la 
courbe repr~sentant les variations de ~ en fonction du pm C'est la courbe IV de la Fig. 2. 
N~gligeant l'influence de la concentration ionique ext~rieure, la valeur de pK cherch~e 
se montre voisine de IO.8; c'est-~-dire que, en apparence tout au moins, le groupement 
OH de la tyrosine engag6e dans le lysozyme se dissocie un peu moins facilement que 
celui de la tyrosine libre. Si on rapproche ce r~sultat de ceux qui ont ~t6 obtenus plus 
haut avec les peptides de la tyrosine, on voit qu'il leur correspond tout ~ fait: ce l~ger 
retard de la dissociation est un ph~nom~ne banal. I1 convient ~ ce point de vue de 
remarquer que le d~calage de la valeur du pK en question est le m~me au point iso- 
~lectrique du lysozyme, c'est-~-dire aux environs de II ,  qu'~ des p5 inf~rieurs ou sup~- 
rieurs. On peut donc conclure que, ~ l'int~rieur de la molecule de lysozyme, le groupe OH 
de la tyrosine est libre. 

R~versibilit~ des variations du spectre du lysozyme sous l'action du pu. Les variations 
du spectre du lysozyme se montrent parfaitement r6versibles k la condition qu'aucune 
oxydation de la prot6ine n'ait  eu lieu en milieu alcalin. Les exp6riences concernant cette 
r~versibilit6 sont faites de la fa~on suivante: 

Des solutions contenant 112/~g d'azote prot~ique]ml sont maintenues dans NaOH 
o.I M, ~ I8 °, pendant des temps variant de 2 heures k 4 jours; apr~s quoi ces solutions 
sont additionn6es du m~me volume de HC1 o.2 N. D'autre part, on dispose d'une 
solution de lysozyme, ~ m~me concentration en prot6ine, dans HC1 o.I N + NaC1 o.o5 N. 
Les spectres de ces diverses solutions acides sont les m&nes (Fig. 8), que le lysozyme 
ait ~t6 oll non soumis ~ l'action pr~alable de la soude. On obtient d'ailleurs des r6sultats 
identiques ell utilisant des concentrations en soude et en HCI Io lois plus fortes. 

R~SUM]~ 

L'4tude des spectres d'absorption dans l'ultra-violet, ~ divers PH, des acides amindm suivants: 
tyrosine, t ryptophane,  ph6nylalanine, cystine et cyst6ine, et de quelques-uns de leurs peptides, a 
pr6cis6 les donn6es acquises ant6rieurement sur ces spectres. 

L'6tude du spectre du lysozyme a montr6 que, en milieu acide comme en milieu alcalin, ce 
spectre, calcul6 pour un poids mol6culaire de 14 7oo et une teneur en azote de 18.6~/o, correspond 

celui d 'un m61ange de 6 tool. t ryptophane Jr 3 tool. tyrosine Jr 5 tooL cystine (les 2 ou 3 tool. de 
ph6nylalanine n ' intervenant  gu~re). D'autre part, les variations du spectre ultra-violet du lysozyme 
pour ~ = 288 mp ~ 292 rap, en fonction du PH, ont permis de calculer que le groupe OH de la tyrosine 
dans le lysozyme poss~de un PK de Io.8, peu diff6rent de celui  de la tyrosine fibre, de PK = IO.I. Les 
variations du spectre d'absorption du lysozyme en fonction du PH sont r6versibles, ~ condition 
d'6viter l 'oxydation de la prot6ine lorsqu'elle est en milieu alcalin. 
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SUMMARY 

T h e  i nves t i ga t i on  of t h e  u l t ra -v io le t  abso rp t ion  spec t ra  of t h e  following amino-ac ids :  ty ros ine ,  
t r y p t o p h a n ,  pheny la l an ine ,  cys t ine ,  a n d  cys te ine  a n d  some  of the i r  pep t ides  a t  va r ious  PH, h a s  
conf i rmed  t he  spect roscopic  resu l t s  p rev ious ly  ob ta ined .  

I t  h a s  been  s h o w n  t h a t  t h e  s p e c t r u m  of l y sozyme  in  ac id  as  well  a s  in a lka l ine  so lu t ion ,  ca l cu la t ed  
for a molecular  we igh t  of 14 7o0 a n d  a n i t r ogen  c o n t e n t  of i 8 . 6 % ,  co r re sponds  to t h a t  of a m i x t u r e  
of 6 tools of t r y p t o p h a n  + 3 tools of  ty ros ine  + 5 tools of cys t ine ,  ( the 2 to  3 tools of p h e n y l a l a n i n e  
h a v e  prac t ica l ly  no influence).  On  t he  o the r  hand ,  i t  h a s  p roved  poss ible  to calculate ,  f r om t h e  var i -  
a t ions  of t h e  u l t r a -v io le t  s p e c t r u m  of l y s o z y m e  a t  2 = 288 - -  292 m/ ,  as  a f u n c t i o n  of t h e  PH, t h e  v a l u e  
PK = lO.8 for t he  O H  group  of t h e  ty ros ine  in t h e  lysozyme,  differing on ly  s l igh t ly  f r om t h a t  of  free 
ty ros ine  wh ich  ha s  PK = io . i .  T he  va r i a t i ons  of t he  abso rp t ion  s p e c t r u m  of l y s o z y m e  as  a f u n c t i o n  
of Ptt  are  reversible,  p rov ided  t h e  ox ida t ion  of t h e  p ro te in  in a n  a lkal ine  m e d i u m  is avoided .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Auf  G r u n d  der  U n t e r s u c h u n g  der U. V. -Absorpt ionsspekt - ren  der  fo lgenden  A m i n o s ~ u r e n :  
Tyros in ,  T r y p t o p h a n ,  Pheny la l an in ,  Cys t in  u n d  Cys te in  u n d  einiger ihrer  Pep t ide  bei  v e r s c h i e d e n e m  
Pit, k o n n t e n  die Ergebn i sse  fr i iherer  Arbe i t en  genaue r  angegeben  werden .  

Es  w u r d e  gezeigt,  d a s s  da s  S p e k t r u m  des  L y s o z y m s  in  s au re r  wie in  a lka l i scher  L6sung ,  be-  
r e c h n e t  fiir e in  Moleku la rgewich t  y o n  14 7oo u n d  e inen  S t icks tof fgeha l t  yon  i 8 . 6 % ,  d e m  S p e k t r u m  
einer  Mi schung  yon  6 Mol. T r y p t o p h a n  + 3 Mol. T y ros i n  + 5 Mol. Cys t in  e n t s p r i c h t  (withrend die 
2 bis  3 Mol. P h e n y l a l a n i n  sozusagen  ke inen  Einf luss  haben) .  Andere r se i t s  k o n n t e  a u f  G r u n d  der  
& n d e r u n g e n  des  U. V . - S p e k t r u m s  y o n  L y s o z y m  f/Jr ~ = 288 m/ ,  bis 2 = 292 m/* in F u n k t i o n  des  PH, 
das  PK der  O H - G r u p p e  des  T y ros i n s  i m  L y s o z y m  be rechne t  werden.  Es  be t r i tg t  lO.8, i s t  also wenig  
ve r sch ieden  v o n  d e m  PK des  f re ien  Tyros ins ,  io . I .  Die  ~ n d e r u n g e n  des  A b s o r p t i o n s s p e k t r u m s  von  
L y s o z y m  s ind  reversibel ,  wenn  m a n  eine O x y d a t i o n  des P ro t e ins  in  a lka l i seher  L 6 s u n g  vermeide t .  
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