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Dans un travail pr6c6dent a nous avons constat6 qu'en soumettant le lysozyme 
l'action de HC1 IO N ~ 37 ° pendant huit jours, on obtient ~ c6t6 d'acides amin6s libres, 
un grand nombre de peptides courts. Parmi ces derniers, les peptides k caract6re basique 
nous ont paru particuli6rement int6ressants ~ 4tudier. L'espcir de pouvoir les s6parer 
sp6cifiquement sur silice ~, la facilit6 du dosage de l'arginine et de l'histidine ~, la pr6sence 
d'un seul r6sidu d'histidine par mol6cule de lysozyme, donc la possibilit6 d'obtenir des 
fragments peptidiques marqu6s par l'histidine, ont 6t6 autant de raisons qui ont guid6 
notre choix. 

Dans le pr6sent travail, nous s@arons par adsorption sur silice z la fraction basique 
d'un hydrolysat partiel de lysozyme; nous 6tudions d'une part les caract6res g6n6raux 
de cette fraction et d'autre part les peptides basiques apr6s leur isolement par chromato- 
graphie sur papier. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Comme  pr6c4demment ,  le l y sozyme  ut i l is6  p rov ien t  de A r m o u r  Labora tor ies ,  Chicago, et  les 
r6su l ta t s  son t  calcul6s pour  du  l y sozyme  iso61ectrique, sec et  s ans  cendres,  de t eneu r  en  azote  to ta l  
de 18.6°/o. L ' hyd ro ly se  par t ie l le  es t  effectu4e pa r  HC1 pu r  io  N, 5. 37 °, p e n d a n t  hu i t  jours,  en  t ubes  
scelMs, sous  vide.  Apr6s arrSt  de  l ' hydro lyse ,  l 'exc~s de HC1 es t  chass6 pa r  des 6vapora t ions  r6p6t6es 
dans  un  dess icca teur  sous  vide.  

La  su i te  des  op6ra t ions  es t  sch6mat i s6e  dans  le T ab l eau  I. 
L '61iminat ion  de l ' a m m o n i a c  form6, qui  correspond tr6s r6gul i6 rement  ~ 1.8o mg  de N am-  

moniaca l  pour  ioo m g  de lysozyme,  es t  fa i te  apr~s d6p lacemen t  pa r  la  l i thine,  par  d i s t i l l a t ion  sous 
vide. La  d6min6ra l i sa t ion  de l ' hyd ro lysa t ,  don t  le v o l u m e  es t  de Io ~ I5 ml ,  s 'effectue dans  un  appare i l  
vois in  de celui d6cri t  par  CO~SDEN, GORDO~ ET MARTIN 4, ma i s  modifi6 de te l le  sor te  que soient  
assur6s  un  re f ro id issement  convenable  de la cuve  e t  une  r4cup6rat ion facile de la so lu t ion;  le d6tai l  
du disposi t i f  u t i l i s6  es t  donn6 par  la  Fig. i .  L a  d6min4ra l i sa t ion  es t  effectu4e en 3 ° minu te s ,  sous  
une  in tens i t6  v a r i a n t  de I ~ 0. 4 amp6re.  Des dosages  d ' azo te  to ta l  (Kjeldahl) ,  d ' azo te  amin6  con t igu  
a u x  groupes  ca rboxy l iques  l ibres ~, et  des dosages color im6tr iques  sp4cifiques de l ' a rg in ine  et  de 
l ' h i s t id ine  effectu6s sur  des m61anges t6moins  m o n t r e n t  q u ' o n  r6cup6re p r a t i q u e m e n t  la  to ta l i t6  des  
bases  hexon iques  apr~s d6min6ra l i sa t ion  fai te dans  ces condi t ions ;  ce t t e  obse rva t ion  es t  d ' a u t a n t  
p lus  i m p o r t a n t e  que d 'apr~s  STEIn ~T MOORE s, il p e u t  se produi re  au  cours  de la dessal i f icat ion,  dans  
cer ta ines  condi t ions ,  une  des t ruc t ion  consid6rable  de l ' a rg in ine  avec fo rmat ion  d 'o rn i th ine .  

L ' h y d r o l y s a t  d6min4ral is6  e t  neu t r e  es t  ensu i t e  soumis  ~ une  ch roma tog raph i e  sur  silice a en  
r u e  de la s6para t ion  des  acides amin6s  e t  des  pept ides  basiques .  In i t i a lement ,  ne  d i sposan t  pa s  de la 
t echn ique  de d6min6ral isa t ion,  nous  avons  utilis6 des colonnes de 35 g de silice pour  Ioo m g  de 
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Fig. I. Dispos i t i f  de r6cup4ra t ion  de l ' appare i l  
d4min4ral iser* .  

Des p inces  h vis,  p lac4es  en  A et  B, p e r m e t t e n t  
d ' i soler  l a  cuve  du  c i rcui t  de  Hg.  Le rob ine t  r e.~t 
a lors  ouve r t  e t  le Fig amen6  pa r  a b a i s s e m e n t  de 
la  poire  j u s q u ' a u  n ivea u  du  rob ine t  R ;  r e s t  
ferm~ et  la  so lu t ion  r4cul~r~e  pa r  la  deux i6me  
voie  de  R. L a  man i6 re  don t  le  mercu re  arr ive  
dans  la c u v e t t e  h 61ectrolyse e s t  t e l le  que  la 
surface  du  mercu re  s ' y  t r o u v e  r a p i d e m e n t  re-  
nouvel4e,  s ans  former  de tourbi l lons .  Ains i  se 
t r ouve  6vit6e l ' ex i s tence  d ' u n e  zone a lcal ine  
chaude ,  suscep t ib le  de  p rovoque r  des  d4compo-  
s i t ions  i m p o r t a n t e s  dans  les corps  en  solu t ion .  

* Cet  appare i l  a 6t6 r6alis4 au  labora to i re  avec  
le concours  de R. ]~$CANDE q u e  nOUS s o m m e s  
h e u r e u x  de  remerc ier  ici. 

Bibliographie p. 449- 

P 

, b B 

(I 
i I 

! I 
L t 

i, 
L i 

t l 
if 
it 

i II/] 



444  R. ACHER, M. JUTISZ, C. FROMAGEOT VOL. 8 (1952) 

prot6ine afin de compenser  Faction 61uante des sels z. L ' int roduct ion du dessalage nous a permis de 
rdduire la quanti t6 de silice A 6 g pour  ioo mg de prot6ine ainsi que les volumes des liqueurs de lavage : 
la dur6e de l 'opdration s 'est  trouv6e diminude de mSme que le risque de rdtention de peptides non 
basiques par  adsorpt ion vraie. Cette r6tention accidentelle, d6j& observ6e pour  les acides amin4s 
neutres, adsorb6s part iel lement sur  une colonne de 35 g de silice et en absence des sels 2 a 6t6 parfois 
constat6e par  nous avec les peptides neutres,  su r tou t  dans le cas des colonnes de 35 g. 

L'hydrolysat est vers6 sur une colonne de 18 mm de diam~tre contenant 6 g de 
silice dont le PH a 6t6 pr6alablement amen6 ~L 5.5-6.O par lavage ~ l'eau. On 61imine 
la fraction neutre et la fraction acide en lavant la colonne avec 12o ml d'eau, et l'on 
61ue les bases et les peptides basiques adsorb6s par 9 ° m l  d'HC1 o.I N. L'6tude ult6rieure 
des peptides basiques ainsi adsorb6s sur la silice nous a permis de constater qne l'acide 
amin6 initial de ces peptides est une base. L'hydrolysat se trouve ainsi fractionn6 en 
deux parties: le filtrat A contenant les acides amin6s, les peptides neutres et acides, 
et des peptides, qui tout en contenant des bases, ont un caract6re neutre ou acide par 
compensation, les bases se trouvant en position autre qu'en position initiale, et l'61uat 
B renfermant les bases hexoniques libres et les peptides basiques oh la base, lysine ou 
arginine, se trouve en position initiale. 

Les dosages de razote total, des acides aminfs libres totaux 5 et des groupements 
amin6s libres selon VAN SLYKE-NEILL effectu6s sur chacune de ces deux fractions ont 
donn6 les r6sultats du Tableau II. Les chiffres obtenus montrent notamment que les 
bases hexoniques k l'6tat lil~re daBs l'61uat B repr6sentent environ un tiers des bases 
hexoniques totales. 

TABLEAU II 

RI~PARTITION DE L'AZOTE BANS LE FILTRAT A lgT BANS L'ELUAT B 

Moyenne des valeurs obtenues avec plusieurs hydrolysa ts  diff6rents. Rdsultats  exprim6s en mg de N 
pour  IOO mg de lysozyme. La chromatographie  a 6t6 pr6c6d6e de l '61imination de N H  3 (1.8 mg N). 

Forme d'Azote Fi l t ra t  .4 E lua t  B 

Azote total  lO.54 4- 0.30 6.36 ± o.3o 
Azote-NH 2 5.76 1.97 ± 0.08 
Azote-ninhydrine 3.79 0.65 q- o . Io  

Le filtrat A d'une part et l'61uat B d'autre part sont soumis k une hydrolyse totale 
suivie d'une dessalification puis d'une nouvelle chromatographie sur silice. Les dosages 
sp6cifiques de l'arginine et de l'histidine daBs les 61uats A b e t  Bb de ces chromatographies 
ont permis de d6terminer la teneur de chacune des fractions en arginine et en histidine. 
Les Tableaux I I I  et IV indiquent la r6partition des bases libres et combin6es daBs le 
filtrat A et daBs l'61uat B de l 'hydrolysat partiel initial. 

L'examen des Tableaux I n  et IV montre que 81% de l'azote des bases se trouve 
dabs l'61uat B: 34% sous forme de bases libres et 47% sous forme de bases combin6es. 
I9% de l'azote basique est contenu daBs le filtrat A, et ce uniquement sous forme de 
peptides. 

Pour isoler les peptides de l'61uat B, celui-ci est 6vapor6 plusieurs fois sous vide 
4 °0 pour chasser HC1. Les derni~res traces de substances min6rales sont finalement 

61imin6es daBs l'appareil k dessalification. La solution est ensuite filtr6e et amen6e ~ sec; 
on reprend le r6sidu par l'eau de fa~on k avoir une concentration finale comprise entre 
13 et 20 mg d'azote total par ml. La s6paration des peptides s'effectue alors par ehro- 
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TABLEAU I I I  

R~PARTITION DES BASES LIBRES ET COMBIN~ES DANS LE FILTRAT 2t ET L~ELUAT B 

i Azote total 
des bases combin6es dans A 

2 Azote total  
des bases libros 
+ bases combin6es dans B 

3 Azote-ninhydrine 
des bases libres dans B 

4 Bases combin6os 
dars B (2-3) 

Pour cent 
du lysozyme 

1.28 

5.16 

0.64 

Pour cent 
des bases totales 

du lysozyme 

20. 4 

80.9 

34.4 

46.5 

TABLEAU IV 

R~PARTITION DE L'ARGININE ET DE L'HISTIDINE, LIBRES ET COMBINI~ES, 
DETERMIN]~ES PAR DOSAGES SPI~CIFIQUES 

Chiffros exprim6s en pour cent de la valeur totale de chaque base. 

Filtrat A Eluat B 

Arginine 24.2 76.3 
Histidine 22. I 79.5 

m a t o g r a p h i e  ~ d e u x  d imens ions  sur  papier ,  selon la  t e c h n i q u e  de CONSDEN et al. 4 On 

ut i l i se  dans  tOllS les cas le p a p i e r  W h a t m a n  No I.  

On d6pose sur le papier 3o/zl de la solution, en quatre lois, en ayant soin de laisser s6cher la 
gouttelette entre deux prises successives. On utilise le m61ange n-butanol 75 + acide formique 15 
+ eau Io, en pr6sence de HCN, pour la premiere dimension, et le m61ange ph6nol satur6 d'eau en 
pr6sence de NHs, pour la seconde, l'op6ration compl6te durant 48 heures. L'61imination des solvants 
est faite par courant d'air chaud suivi, dans le cas du ph6nol, d'un passago de 3 minutes au four 
b. 9 o°. Pour d6terminer los emplacements des peptides, un chromatogramme t@moin est r6v616 par 
une solution de ninhydrine ~. o.2% darts le butanol contenant 1% d'acide ac@tique. D'autros chro- 
matogrammes, d6velopp6s dans des conditions semblables, sont r6v616s par une solution de ninhydrine 
~. o.o25% pour localiser exactement sans les d6truire, les peptides dont le nombre et los positions 
approximatives sont connus d'apr6s le chromatogramme t6moin. Le sch6ma de Fun des chromato- 
grammes t6moins est pr6sent6, g titre d'exemple, par la Fig. 2. On peut remarquer ici que dans le 
ph6nol la dispersion des peptides basiques se fait sur tout le parcours du solvant, alors que le m61ange 
butanol-acide formique ne poss6de vis g vis de cos peptides qu'un pouvoir de r6solution assez faible; 
ce ph6nom~ne correspond au comportement des bases libres qui ne se d6placent elles-m6mes que 
tr~s peu dans ce dernier solvant. 

Les  t a c h e s  d@cel@es p a r  la  n i n h y d r i n e  h fa ib le  c o n c e n t r a t i o n  s o n t  d6coup@es e t  les 

p e p t i d e s  son t  61u6s p a r  l ' e aa ,  les 61uats 6 t an t  re~us dans  de pe t i t s  t ubes  off se fe ron t  
rou tes  les op6ra t ions  ult@rieures. Ces 61uats son t  @vapor@s k sec dans  un  dess icca teur  
sous  v ide .  L ' h y d r o l y s e  des  p e p t i d e s  a ins i  s@par@s est  f a i t e  p a r  t ro i s  g o u t t e s  de  HC1 6 N 

darts les  t u b e s  scell@s e t  m a i n t e n u s  24 heures  k i i o  °. Apr~s  hyd ro lyse ,  l'exc@s de  HC1 
est  61imin@ sous v ide ,  les h y d r o l y s a t s  s o n t  repr is  p a r  q u e l q u e s  /A d ' e a u  e t  son t  plac6s 

sur  le papier .  On  r ince  p lus ieurs  lois  les t u b e s  a v e c  u n  tr~s p e t i t  v o l u m e  d ' e a u  en la i ssan t  

c h a q u e  lois  s6cher  la  g o u t t e l e t t e  pr6c@dente sur  le c h r o m a t o g r a m m e .  L ' i d e n t i f i c a t i o n  
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Fig. 2. Chromatogrammc repr~sentant les s~parations des 
peptides de la fraction B obtenue par  hydrolyse partielle 

des acides amin6s fournis par 
chaque peptide est faite h l'aide 
de m61anges t6moins chromato- 
graphi6s sur papier dans les 
m~mes conditions. 

D'autre part, sur des 6chan- 
tillons des m~mes peptides, avant 
leur hydrolyse, on d6termine 
l'acide amin6 initial par la m6- 
thode de SANGER 7. Les peptides 
61u6s du papier et amen6s k sec, 
sont repris par 3 gouttes d'une 
solution aqueuse de COsNaH 
I%;  on ajoute 3 gouttes d'une 
solution de dinitro-fluoro-benz~ne 
(DNFB) k 4% dans l'alcool k 95 °, 
et on agite 2 heures. L'eau et 
l'alcool sont ensuite 6vapor6s dans 
un dessiccateur sous vide; l'exc~s 
de DNFB est 61imin6 par 6puise- 
ment au moyen de quelques 
gouttes d'6ther, l'op6ration 6tant 
r6p6t6e deux fois. Puis les tubes 
re~oivent chacun 3 gouttes de 
HC1 6 N, sont scell6s et maintenus 
5 heures k l'6tuve h 11o% Les 
DNP-aminoacides lib6r6s par hy- 
drolyse sont repris par quelques 

~1 d'ac6tone k 50% et identifi6s par chromatographie sur papie#. Tousles  peptides 
ainsi isol6s de l'61uat B de la sitice se sont montr6s poss6der soit l'arginine soit la 
lysine en t~te de chaine. 

Les op6rations qui viennent d'etre d6crites ont port6 sur trois hydrolysats diff6rents 
obtenus dans des conditions apparemment semblables; malgr6 cel~, les produits isol6s 
se sont montr6s g6n6ralement diff~rents d'un hydrolysat ~ l 'autre; nous discutons plus 
loin les causes possibles de ce ph6nom~ne. Les peptides rdsultant des divers hydrolysats 
sont, darts le Tableau V, respectivement group,s sous les lettres A, B e t  C. Dans le cas 
des peptides isot6s k partir de l 'hydrolysat C, nous avons ~tudi6 6galement la composition 
quantitative de ces peptides* en leurs acides amin6s, en utilisant la technique de chro- 
matographie quantitative sur papier, propos6e par POLSON, MOSLEY ET WYCKOFF 9. 
Nous avons pu ainsi constater que saul dans le cas du peptide C,o contenant 2 r~sidus 
d'alanine, tousles  autres peptides du groupe C ne renferment qu'un r6sidu de chaque 
acide amin6. D'autre part, dans les peptides A e et B 5, nous avons pu d6montrer l'exist- 
ence de DNP-eolysine qui constitue un r6sidu suppl6mentaire de cet acide amin~. Les 
Tableaux V et VI indiquent la base se trouvant en t~te de chacun des peptides isol6s, 
ainsi que la nature des autres acides alnin6s que ces peptides contiennent. 

* ~ l'exclusion des peptides CIs et C~4. 
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TABLEAU V 

COMPOSITION DES ARGINYL-PEPTIDES IDENTIFI]~S DANS L'~LUAT B 

CyS = Cystine 

A3, B2, C s CyS 
C 4 Asp 

C 1 
83 

AT, B4 
Cs 
Cn 
A9 

CyS Asp 
CyS SeT 

SeT Gh 
SeT 
SeT 

Gly 
AI 

Gly Thr 

A 1 CyS Ser Glu Gly 
B 6 Asp Ser Gly Thr 
A 4 Ser Glu Gly Thr 

B12 Asp Ser Glu Gly Ala Val, Leu, Phd, Lys. 

TABLEAU VI 

COMPOSITION DES LYSYL-PEPTIDES IDENTIFIES DANS L'I~LUAT B 

A2, B x Asp 
C 2 Gly 

B s Asp Gly 
An, C n Gly Arg 

h i2  
Bxo 

Aio, C15 
Cs 

C14 

BT, B9 
A 2, A5 

A13 
C9 

Bn, Cv 
B5 

Asp Gly Arg 
Asp Arg Ser 
Asp Arg Glu 

Gly Arg Glu 
Gly Arg Thr 

Asp Gly Arg Ser 
Asp Gly SeT Glu 
Asp Ser Gh Ala 

Gly Arg Ser Thr 
Gly Arg SeT Ala 
Gly Arg Ser Lys 

A e Gly Arg SeT Glu Lys 
Clo Gly Arg SeT Ala 2 

B18 
C13 
Cx4 

Asp Gly Arg Ser Glu Ala Val, Leu, Phd. 
Gly Arg Glu Thr Ala Val, Leu, Phd. 
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I1 convient  de remarquer  que l 'hist idine n ' ex i s t an t  qu 'en  tr~s faible quant i t6  dans 
le lysozyme, et se r6v61ant en outre mal  par la n inhydr ine ,  les hist idyl-peptides 6ventuel- 
lement  presents n ' on t  pu ~tre d6cel6s par  les m6thodes utilis~es ici. 

DISCUSSION 

Les peptides isol6s dans la fraction basique, et qui sont soit des arginyl-,  soit des 
lysyl-peptides, ne cont iennent ,  pour la plupart ,  que deux k six acides amin6s. E n  ne 
consid6rant que ces peptides re la t ivement  simples, on constate que dans leur ensemble, 
ils ne renferment  q u ' u n  nombre  limit6 d'esp~ces d'acides amines:  pour 28 peptides en 
effet, on ne trouve, en plus des bases, que 7 esp~ces diff6rentes d'acides amin6s; en 
particutier, on n ' y  rencontre ni  les leucines, ni  la valine, pour tan t  re la t ivement  abondantes  
dans le lysozyme, et dont  on sait que dans cette prot6ine 1 comme dans d 'autres ,  elles 
par t ic ipent  h des liaisons peptidiques part iculi~rement r6sistantes. En  revanche,  ces 
peptides cont iennent  des acides amin6s qui, comme la s6rine et la thr6onine, forment 
des liaisons peptidiques fragiles. On est ainsi condui t  ~ admet t re  que les peptides 
contenant  les leucines et la val ine sont  d6tach6s de telle sorte ou bien qu' i ls  n ' en t r a inen t  
avec eux aucune base, ou bien que si ils en cont iennent  une, cette base se t rouve en 
une  posit ion telle qu'eUe ne conf~re aux peptides aucune apt i tude  ~ ~tre retenus par la 
silice; ce dernier cas est celui des peptides con tenan t  des bases, et que l 'on retrouve 
dans le filtrat ini t ia l  (Tableau III). 

E n  ce qui concerue les indicat ions que l 'on peut  avoir sur la s t ructure  du lysozyme, 
il est permis d6j k d'affirmer qu e cette prot~ine cont ient  les enchainements  arginyl-cystine,  
arginyl-ac, aspartique,  lysyl-ac, aspart ique et lysyl-glycocolle. Mais, ~tant  donn6 qu ' i l  
existe respect ivement I I  et 6 r6sidus d 'arginine et de lysine dans une  mol6cule de lyso- 
zyme, il est encore impossible de connaitre  avec cert i tude l 'ordre des acides amin6s dans 
les peptides isol~s, autres que les dipeptides. On peut  remarquer  tout  au plus que la 
fr~qnence de certains acides aminfs  permet  de classer les divers peptides en families, 
ce qui tendra i t  h montrer  que parmi les peptides isol6s, plusieurs d'ent~e eux d6rivent 
les uns  des autres par suite de f ragmentat ions  successives. 

RI~SUMI~ 

La fraction basique de l'hydrolysat partiel du lysozyme (HC1 io N, 37 °, 8 jours) a 6t6 s6par6e 
par adsorption sur silice. Divers dosages (N "Kjeldahl", N "NHz" et N "ninhydrine") faits sur l'~luat 
et sur le filtrat, montrent la constance de la composition globale de ces fractions obtenues dans 
diff6rents essais effectu6s dans les m~mes conditions. L'61uat et le filtrat contiennent respectivement 
8o% des bases ~ l'6tat libre et combin6, et 2O°/o des bases ~ l'6tat combin6. 

Les peptides basiques de l'~luat (fraction adsorb6e) ont 6td isolds par chromatographie h deux 
dimensions sur papier. L'6tude de leurs ddriv~s DNP a montr6 qu'ils poss~dent une base (arginine 
ou lysine) en t~te de chaine, ce qui confirme la spdcificit~ de la silice dans l'isolement de certains 
groupes de substances basiques. Apr~s hydrolyse totale, les acides amin6s constituant chacun de 
ces peptides ont 6t6 identifi6s. On a pu remarquer ainsi que: 

I. On ne retrouve pas toujours tousles m~mes peptides au cours d'essais r~alis6s dans des 
conditions apparemment identiques, ce qui montre que la scission de la chaine polypeptidique peut 
6tre sensiblement influenc6e par des changements imperceptibles de ces conditions. 

2. Dans tousles cas 6tudi6s, on obtient surtout des tri-, des tdtra- et des penta-peptides, ~ c6t6 
de quelques peptides plus longs (9 r6sidus et plus). 

3. Dans les peptides courts (di- ~ hexa-peptides), sept aminoacides: glycine, s6rine, acide 
aspaxtique, acide glutamique thr~onine, cystine, alanine, ont 6t6 identifi6s en plus des bases alors que 
les peptides longs semblent contenir ~ peu pros tousles acides amines du lysozyme. 

Bibliographie p. 449. 
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SUMMARY 

The basic fraction of the partial hydrolysate of the lysozyme (IO N HCI, 37’ C, 8 days) has 
been separated by adsorption on silica. Different determinations (N “Kjeldahl ‘, N “NH,“, and N 
“ninhydrin”) made on the eluate and on the filtrate, show the constancy of the general composition 
of these fractions obtained bv several experiments but under the same conditions. The eluate and 
the filtrate contain respectively, 80 y. free and combined bases, and 20 y0 combined bases. The basic 
neotides of the eluate (adsorbed fraction) have been isolated by two-dimensional paper chromato- 
graphy. The study of their DNP derivatives has shown that they possess a base (arginine or lysine) 
at the beginning of the chain, which confirms the specificity of the silica in the isolating of certain 
groups of-basic &bstances. After total hydrolysis the amino-acids constituting each of these peptides 
have been identified. The following observations have been made. 

I. The same peptides are not always obtained by methods carried out under apparently identical 
conditions, which shows that the breaking of the polypeptide chain can be influenced by imperceptible 
changes of conditions. 

2. In all the cases studied, some tri-, tetra- and penta-peptides are obtained, together with 
some longer peptides (g or more residues). 

3. In the short peptides (di- to hexa-peptides) seven amino acids zliz., glycine, serine, aspartic 
acid, glutamic acid, threonine, cystine, and alanine, have been identified as well as the bases, while 
the long peptides seem IO contain nearly all the amino acids of lysozyme. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die basische Fraktion des partiellen Hydrolysates von Lysozym (HCl IO N, 37”, 8 Tage) wurde 
durch Adsorption an Silicagel getrennt. Verschiedene Bestimmungen (“Kjeldahl” N, “NH,” N, 
“Ninhydrin” N), welche im Eluat und im Filtrat ausgefiihrt wurden. zeigten die Konstanz der 
Gesamtzusammensetzung dieser Fraktionen, welche aus verschiedenen, unter denselben Bedingungen 
auseefiihrten Versuchen stammten. Das Eluat und das Filtrat enthalten respektive 80% der Basen 
(teiyweise frei und teilweise gebunden) und 20% der Basen (gebunden). _ ’ ” 

Die basischen Peptide des Eluates wurden durch zweidimensionale Chromatographie auf Papier 
isoliert. Die Untersucdung ihrer DNP-Derivate hat ergeben, dass sie eine Base (Argihn, oder Lysin) 
am Beginn der Kette besitzen; dies bestatigt die speziflschen Eigenschaften des Silicagels bei der 
Isolierung gewisser Gruppen von basischen Substanzen. Nach vollstandiger Hydrolyse wurden die 
Aminosauren. aus denen iedes einzelne dieser Peptide zusammengesetzt ist, identifiziert. 

Hierbei wurden die-folgenden Beobachtungen gemacht : - 
I. Man findet nicht immer dieselben Peptide bei Versuchen, die scheinbar unter identischen 

Bedingungen ausgefiihrt. worden waren; die Spaltung der Polypeptidkette kann also merklich durch 
nicht kontrollierbare Verandenmgen dieser Bedingungen beeinflusst werden. 

2. In allen untersuchten Fallen erhalt man hauptslchlich Tri-, Tetra- und Pentapeptide, neben 
cinigen langeren Peptiden (mit g und mehr Resten). 

3. In den kurzen Peptiden (Di-bis Hexapeptide) wurden ausser den Basen, sieben Aminosluren 
identifiziert, nlmlich Glycin, Serin Asparaginslure, Glutaminslure, Threonin, Cystin, Alanin, 
wlhrend die langkettigen Peptide ungeflhr alle Aminosauren des Lysozyms zu enthalten scheinen. 
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