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par  

M. R O V E R Y  ET P. D E S N U E L L E  

Laboratoire de Chimie Biologique, Facult~ des Sciences, 
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On sait que le r6sultat principal de l'hydrolyse des prot6ines par les endopeptidases 
digestives est de transformer ces mol6cules en une s6rie de peptides dont la longueur 
moyenne varie selon les conditions exp6rimentales (nature et proportions relatives de 
l'enzyme et de son substrat, dur6e du traitement etc . . . .  ). On pense g6n6ralement toute- 
lois clue, k c6t6 de ces peptides, il se forme pendant la prot6olyse des quantit6s faibles 
mais significatives d'aminoacides libres. Cette opinion est bas6e sur quelques exp6riences 
d'ordre qualitatif et quantitatif. Pour la commodit6 de l'expos6, nous envisagerons tout 
d'abord le point de rue  quantitatif. 

Les aminoacides libres d'un hydrolysat peuvent 8tre d6termin6s grlce k la m~thode 
dite du N-COOH prt~conis6e par VAN SLYKE 1. L'application de cette m6thode aux 
hydrolysats endopeptidasiques a donn6 jusqu'ici certains r6saltats que nous avons 
r6unis dans le Tableau I. 

En examinant les chiffres du Tableau I, on s'aper~oit que le rapport N-COOH/ 
N-NH, n'est jamais nul et qu'il prend mSme quelquefois des valeurs tr~s notables. Or, 
si le dosage est correct, ce rapport doit nous indiquer le nombre de tool d'aminoacides 
lib6r6s pour IOO liaisons peptidiques rompues. Les endopeptidases seraient donc ainsi 
parfaitement capables de lib~rer des aminoacides. 

I1 convient tontefois de se demander quelle confiance on peut accorder ici au dosage 
du N-COOH. Ce dosage est certainement satisfaisant quand les proportions molaires 
des aminoacides sont analogues k celles des peptides. Mais, dans le cas pr6sent, la 
quantit6 de N-COOH mesur6 atteint rarement 1% du N total*. Des erreurs importantes 
peuvent done 6tre provoqu6es, soit par le dosage lui-mSme, soit par un 16ger d6faut de 
sp~cificit~ de la m6thode**. 

Si l'on admet malgr6 tout que des aminoacides soient r~ellement lib6r6s par les 
endopeptidases, il peut paraitre int6ressant d'en connaitre la nature. Pen de travaux 

* E n  outre ,  les a u t e u r s  n6gl igent  b ien  s o u v e n t  d ' i nd i que r  le N - C O O H  ini t ia l .  I1 es t  done poss ible  
que  le N - C O O H  r6e l l ement  appa ru  p e n d a n t  l ' hydro lyse  soi t  quelquefois  un  peu  inf6rieur  au  N - C O O H  
final.  

** P a r m i  les pep t ides  6tudi~s  pa r  VAN SLVKE 1, seu ls  les y e t  les ~ pep t ides  des acides  a spa r t i que  
e t  g l u t a m i q u e  fou rn i s sen t  une  grosse  q u a n t i t 6  de CO 2 en pr6sence de n inhyd r ine .  J u s q u ' ~  p lus  a m p l e  
inform6,  l ' ex i s t ence  de te l s  pep t ides  dans  les h y d r o l y s a t s  p ro t6 iques  semble  peu  probable .  Mais  il 
conv i en t  de r e m a r q u e r  t ou t  de m ~ m e  que de n o m b r e u x  pep t ides  " c l a s s iques"  d o n n e n t  pros de 2 mol  
de CO~ pour  IOO tool, ce qui,  d a n s  le cas  qui  nous  occupe  iei, n ' e s t  pa s  n~gligeable.  On  ver ra  en  effet 
p l u s  loin que  la q u a n t i t 6  appa ren t e  d ' a m i n o a c i d e s  dans  les h y d r o l y s a t s  endopep t idas iques  es t  de  
l ' o rd r e  de 8 tool pou r  ioo  mol  de  pep t ides .  
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TABLEAU I 

ESTIMATION, PAR DOSAGE ~k LA NINHYDRINE, DES AMINOACIDES LIBI~RI~S PENDANT 

L'HYDROLYSE ENDOPEPTIDASIQUE 
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Enzyme 

Pepsine 
:ristallis~e 

rrypsine 
:ristallis6e 

Substrat 

fl-lactoglobuline 
cas6ine (vache) 
S6rum albumine (boeuf) 
Fibrine (boeuf) 
Fibrine (boeuf) 
Fibrine (boeuf) 
Fibrine (boeuf) 
Fibrine (boeuf) 
Globine (cheval) 
Globine (cheval) 
Globine ',cheval) 
Albumine d'oeuf 
Albumine d'oeuf 
Albumine d'oeuf 
Insuline 

Cas6ine tvache) 
Cas6ine (vache) 
y-Globuline (homme) 
S6rum albumine (boeuf) 
S6rum albumine (boeuf) 

:hymotrypsine Cas6ine (vache) 
:ristallis6e Insuline 

Insuline 

Poids enzyme/ 
Poids substrat 

(%) 
Dur6e 

(h) 

1 
O'O15 3 
0.5 36 
0.5 4 

14 0. 5 
14 I.o 
20 0.25 
20 0.75 
20  2 

3.3 0.5 
3.3 3 
3.3 24 
3.3 o.5 
3-3 24 
I.O 24 
0.3 24 I 

o.5 
IO 

4 .0  
I .O 

I.O 

o.5 

36 
20  

24 
24 
48 

36 
3 

3 ° 

N ~ O O H  
- - X  ioo 

N-NH~ 

! 
9--I9  

I I  
< i 

z8 
I I  
22 

I 3  
8 
7 

I 2  
I I  
I 6  

23 
2 

7 

I I  

7 
< I 

4 
6 

25 
IO 

15 

R~f6rences 

v r a i m e n t  sys t6mat iques  ont  6t6 effectu6s dans  ce domaine .  Ne d i sposan t  pas  de tech-  
niques ana ly t iques  convenables ,  les exp6r imen ta teur s  ont,  pour  la p lupar t ,  concentr6 
leur  a t t en t ion  sur  un ou deux  aminoac ides  faciles ~t identif ier .  I ls  on t  en out re  6tudi6 
des hydro lyses  t e l l ement  longues que la s ignif icat ion phys io logique  et  mSme enzyma t ique  
de leurs  r6sul ta t s  demeure  discutable .  Quoi qu ' i l  en soit ,  de n o m b r e u x  essais on t  6t6 
effectu6s en vue de caract6r iser  des aminoac ides  l ibres dans  les h y d r o l y s a t s  pepsiques* 
(Tableau  I I ) .  

Notons  avec int6r~t dans  ce t ab leau  que l ' au to lyse  de la pepsine fourni t  des quant i t6s  
consid6rables de ty ros ine  l ibre.  On en a isol6 ~t l '~ ta t  cristall is6 lO% 11 et  mSme 40% 14 
de la quant i t6  to ta le  contenue dans  l ' enzyme t ra i t6  (soit 1.6 et 6.4 mol pa r  mol  d ' enzyme  
en jeu).  De plus,  lO% de la ty ros ine  de l ' a lbumine  d 'oeuf  (soit 0. 9 tool p a r  tool) ont  6t6 
recueil l is  apr~s une digest ion peps ique  de 26 jours  xl. Or, on sai t  d ' a u t r e  pa r t  que l 'un 
des subs t r a t s  sp6cifiqnes de la pepsine cont ien t  de la ty ros ine  du c6t6 amin6 de la l iaison 
sensible 15 et  que l ' ac t iv i t6  de cet  enzyme semble affect6e pa r  le blocage de ses groupes  
ph6noP e. 

Nous avons  donc jug6 u t i le  de reprendre  le probl~me dans  son ensemble  en prof i tan t  

* Les hydrolysats papainiques de la laine semblent contenir de fortes quantit6s de glycocolle 
libre 1~. La tyrosine, la ph6nylalanine, le tryptophane, la leucine et l'isoleucine ont aussi 6t6 carac- 
t~ris6s dans les hydrolysats papainiques de fibrine de boeuf is. 
Bibliographie p. 458. 
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T A B L E A U  II  

E T U D E  Q U A L I T A T I V E  D E S  A M I N O A C I D E S  LIB~3RI~S P A R  LA P E P S I N E  

Aminoac ide  6tudi6 Dur6e de 
Subs t r a t  l ' hydro lyse  ( + )  p r6sen t  

(jours) ( - - )  a b s e n t  
(O) d o u t e u x  

Cas6ine 
T h y m o h i s t o n e  ~ o 
Diverses  pro t6 ines  
A l b u m i n e  d 'oeuf  2 i 
A l b u m i n e  d 'oeuf  --- 

Peps ine*  I 

* Pa r  au to lyse .  

Cys t ine  (--)  
L ys i ne  ( + )  
Argin ine  ( + )  
Tyros ine  ( + )  
Tyros ine  (O) 
Cys t ine  (©) 
Tyros ine  ( + )  

Moyens  d '6 tude  R6f6rences 

Colorim6trie  8 
I so l emen t  I 9 
I so l emen t  / i o 
I so l emen t  / i i 
Ch roma tog raph  ie 12 

I so lemen t  . . . .  I I, 14 

des vastes possibilit6s offertes par les techniques chromatographiques modernes. Le 
pr6sent travail  repr6sente la suite logique de nos pr6c6dentes 6tudes sur l 'hydrolyse 
enzymatique des diverses liaisons peptidiques au sein des prot6inesS, ~9. I1 a 6t6 r6alis6 
lui aussi avec la globine de cheval et les endopeptidases cristallis6es (pepsine, trypsine 
et chymotrypsine) de la Maison Armour. 

P A R T I E  E X P E R I M E N T A L E  

I. TECHNIQUES UTILISEES 

L'6tude des aminoacides libres dans les hydrolysats endopeptidasiques rencontre 
de s6rieuses difficult6s techniques. Les aminoacides, s'il y en a, sont pr6sents en tr6s 
faibles quantit6s tandis que les peptides et les sels min6raux abondent. I1 est n6anmoins 
indispensable de serrer le probl~me de fort pros et de savoir, par exemple, si une fraction 
de mol de tel aminoacide (rapport6e k I tool de prot6ine) a 6t6 lib6r6e ou non pendant 
la prot6olyse. Notre principal souci a donc 6t6 de trouver diverses techniques qui nous 
d6barassent des substances g6nantes sans 61iminer en m4me temps aucune trace des 
20 aminoacides naturels. Une fois convenablement purifi6s, les hydrolysats ont 6t6 
ensuite soumis 5 des techniques chromatographique,~ classiques. 

A. Techniques de purification 

I. Prdc@itation d l'alcool. L'hydrolyse enzymatique est arr~t6e par un chauffage 
de 5 rain h 80 °. Les milieux sont amen6s ~ p• : 7.8 (point iso61ectrique de la globine 
d6natur6e) puis ils sont additionn6s de 1o fois leur volume d'alcool 2°. Apr6s une nuit 
"t la glaci6re, on filtre et on 6vapore sous vide le liquide clair. 

2. Dessalage. Les liquides pr6c6dents doivent 8tre ensuite dessal6s. L'ionophor6se 
selon CONSDEN 21 nous a donn6 de bons r6sultats avec les hydrolysats pepsiques relative- 
nlent pauvres en sels et nous avons pu v6rifier, par exemple, que io ml d 'une solution 
de NaC1 M/I  5 contenant 320/zg de tous les  aminoacides (0. 4 tool par tool de globine 
d'apr6s nos conditions exp6rimentales) est dessal6e en 20 min sans perte sensible. Toute- 
fois, les hydrolysats trypsiques et chymotrypsiques contiennent beaucoup plus de sels. 
Leur dessalage est donc notablement plus long, ce qui provoque la disparition d'une 
pattie de l'arginine et de la lysine*. Pour 6tudier ces deux hydrolysats, nous avons donc 
dfi renoncer au dessalage ionophor6tique et utiliser l 'extraction par l'ae6tone chlor- 

t~ibliographie p. 458. *voir p. 453. 
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hydrique selon BOULANGER 22. Des m61anges contenant 8-32 ~g de tous les aminoacides 
(en pr6sence ou non de prot6ine hydrolys6e et de sels) ont ~t6 trait6s par cette m6thode 
sans qu'un seul aminoacide soit perdu. En outre, aucune hydrolyse des peptides ne se 
produit pendant l'extraction car les hydrolysats pepsiques donnent des r~ul ta ts  
identiques apr~s un dessalage par ionophor~se ou par l'ac6tone. 

3. Colonnes de charbon. L'ac6tone poss~de, dans notre cas tout au moins, un autre 
avantage: elle dissout tr~s peu de peptides et les extraits, directement appliqu6s sur 
papier, donnent des chromatogrammes clairs. Apr~s dessalage ionophor6tique, par 
contre, les solutions contiennent encore beaucoup de peptides qui brouillent les chromato- 
grammes et modifient m~me les RF des aminoacides. Les hydrolysats pepsiques, pour 
lesquels l'ionophor~se a ~t6 utilis6e, ont donc 6t6 pass6s sur une colonne de charbon qui, 
d'une part, permet d'obtenir les aminoacides aromatiques et non-aromatiques dans deux 
fractions diff6rentes a3 et qui, d'autre part, retient irr6versiblement certains peptides 
g6nants. Des t6moins nous ont montr6 que la technique est applicable k des quantit6s 
d'aminoacides extr~mement faibles. C'est ainsi par exemple que 2OO-lOOO ~g d'histidine, 
de s6rine, de tyrosine et de ph6nylalanine en solution dans 2 ml d'acide ac6tique k 5% 
(satur6 en H2S ) sont mis sur une colonne de 500 mg d'Activit 6ph~drin6. 17 ml d'acide 
ac6tique ~luent tousles aminoacides non-aromatiques (F1). Les 7 ml suivants (F,) ainsi 
que 5 ml d'eau satur6e en ac6tate d'6thyle et ell H,S (El) n'entrainent aucun aminoacide. 
Les aminoacides aromatiques, enfin, se retrouvent int6gralement dans les 7 ml suivants 
d'eau satur6e (E2). 

B. Identification chromatographique 
I. Chromatographie sur papier. Les liquides, une fois purifi6s comme il vient d'etre 

dit, sont appliqu6s sur papier Whatman no 1 et des chromatogrammes mono et bi- 
dimensionnels sont effectu6s ~ l'aide du ph6nol et du m61ange butanol-acide formique. 
Certaines taches peuvent ~tre imm6diatement n6glig6es ~ cause de leur position. Mais 
les autres taches contiennent-elles uniquement l'aminoacide dont elles occupent la place 
ou un peptide de comportement identique ou, enfin, un m61ange d'aminoacide et de 
peptide ? La question est importante car l'identification m~me des aminoacides libres 
d6pend du choix entre les possibilit6s (I), (2) et (3). Du choix entre les possibilit6s (I) 
et (2), d6pend, d'autre part, l'estimation quantitative 6ventuelle de ces aminoacides. 

De multiples essais nous ont alors montr6 que la solution du probl~me ne pouvait 
pas ~tre recherch6e par la m6thode classique consistant k 61uer les taches et ~ hydrolyser 
l'61uat 21. Ces hydrolysats nous ont toujours donn6 des chromatogrammes assez com- 
plexes dans lesquels la tache de l'aminoacide attendu, g6n6ralement pr6dominante, se 
trouvait accompagn6e par une ou plusieurs autres taches. La chromatographie slrr 
papier n'a pu nous donner que des renseignements d'ordre n6gatif. Elle nous a permis, 
en d'autres termes, d'affirmer que les hydrolysats endopeptidasiques 6taient certaine- 
ment d6pourvus de tel ou tel aminoacide. Mais, dans l'ordre positif, elle ne nous a fourni 
que des r6ponses provisoires, susceptibles certes de nous orienter utilement, mais exigeant 
une confirmation ult6rieure. 

* Apr~s dessalage d 'un  m61ange contenant  320/~g de chaque aminoacide darts 15 ml de NaC1 
M/5 , la lysine a presque compl~tement disparu, m~me si des precautions sont prises afin d'6viter la 
diffusion du chlore darts le compar t iment  cathodique. L'arginine, en outre, est part iel lement d~- 
compos6e. Sur chromatogramme monodimensionnel  (ph6nol-acide ac6tique), elle forme deux taches;  
l 'une (RF = o.74) est  normale, l 'autre  (RF = o.5o) ne donne plus la r6action de SAKAGUCHL Ces 
ph6nom~nes de d6composition ne deviennent  d 'ail leurs s e n s i b l e s  q u e  lorsque des traces d 'aminoacides 
se  t rouvent  comme ici en pr6sence de beaucoup de sels min6raux. 

Bibliographie p. 458. 
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2. Chromatographie des DNP-aminoacides. Cette confirmation a 6t6 obtenue en 
utilisant les d6riv6s dinitroph6nyl6s (DNP). Nous avons trouv6 en effet qu 'une  tr~s 
grosse partie des DNP-pept ides  de nos hydrolysats  6tait insoluble ~ la fois dans l 'eau 
acide et dans l '6ther. Ces peptides peuvent  done 6tre facilement 61imin6s au moment  
off l 'on s6pare les fractions hydro  et 6th6rosolubles 24. Par  suite, les chromatogrammes 
sur colonne de silicagel sont simples et les DNP-aminoacides  6ventuellement pr6sents 
sont ais6ment identifi6s* puis dos6s. T o u s l e s  t6moins n6cessaires ont  6t6 faits afin de 
s 'assurer que les DNP-pept ides  insolubles ne retenaient pas de DNP-aminoacides  et afin 
de connaltre le coefficient de perte applicable aux calculs ult6rieurs. Pour  plus de sfiret6, 
enfin, les bandes attr ibuables aux DNP-aminoacides  libres ont 6t6 hydrolysdes dans HC1 
6 N pendant  18 h. Aucun aminoacide parasite n ' a  pu 6tre trouv6 dans la fraction hydro-  
soluble de ces hydrolysats .  

II. RI~SULTATS EXPi~RIMENTAUX 

Les dispositions prises pendant les hydrolyses enzymatiques ont d~j{t 6t6 d6crites 
en d6tail s, 19. Notons donc simplement que nous avons utilis6 ici suffisamment d'enzyme 
et 6tudi6 des hydrolyses assez longues pour que le dosage du N-COOH fournisse des 
valeurs notables. Ii est bien 6vident en effet que notre 6tude chromatographique aurait 
6t6 inutile si les r6sultats de ce dosage, qui semble ne pouvoir p~cher que par execs, 
avaient 6t6 nuls ou tr~s faibles. En aucun cas cependant la dur6e des exp6riences n'a 
exc~d~ 5 h. 

TABLEAU III  

CONDITIONS OP~RATOIRES PENDANT LES HYDROLYSES ENZYMATIQUES 

Poidsenzyme/I Concentration Dur6e de 'I 
Enzyme Poids globine de la globine l'hydrolyse I pH 
utilis6 (%) (g pour IOO ml) (h) "1 

Pepsine 3.3 2.9 3 1.8 
Trypsine o.66 2.2 5 9.7 
Chymotrypsine I o.2o 2.1 5 9.7 

On se reportera 6galement "~ nos pr fcfdentes  publications pour  connaitre les effets 
g6n6raux de l 'hydrolyse dans les conditions oh nous nous sommes plac6s (Tableau III). 
Cette hydrolyse est sortie, dans chaque cas, de sa phase pr61iminaire rapide. L 'azote  
non-prot6ique a compl~tement disparu depuis 2 h environ des hydrolysats  pepsiques. 
I1 a at teint  son max im um  (respectivement 60 et 75%) dans les hydrolysats  trypsiques 
et chymotrypsiqnes.  Nous avons ainsi ~tndi6 des milieux d 'une  composition k peu pr~,s 
constante sans prolonger malgr6 tout  la durfe  des exp6riences de fa¢on excessive. 

A. Dosage du N - C O O H  dans les hydrolysats endopeptidasiques de globine. 

Nous avons d6j'~ mentionn6 clans l ' introduction la teneur en N - C O O H  de divers 
hydrolysats  endopeptidasiques. Afin de permettre  toutefois une comparaison pr6cise 
avec les r6sultats qui vont  suivre, nous avons voulu connaitre les proport ions de cette 
forme d 'azote  dans nos propres milieux. La  technique suivie a 6t6 essentiellement celle 

* Cette identification est grandement facilit~e par l'6tude pr6alable des chromatogrammes sur 
papier qui permet de concentrer son attention sur une zone pr6cise des colonnes et de n6gliger a 
priori toutes les autres bandes. 
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indiqu6e par VAN SLYKE ~5. Les milieux, amen6s k ps  2.5", ont 6t6 chauff6s 1/4 h e n  
presence de ninhydrine. Aucune correction n'a 6t6 faite afin de tenir compte d'une 
6ventuelle hydrolyse des peptides pendant le dosage (Tableau IV). 

T A B L E A U  IV 

D]~TERMINATION DU N - C O O H  PAR LA TECHNIQUE ~'X LA NINHYDRINE 

E n z y m e  

Peps ine  
T r y p s i n e  
C h y m o t r y p s i n e  

L ia i sons  pep t id iques  r o m p u e s  Aminoac ides  lib6r~s 

N--NH., en  % 
du  N to t a l  

12.8 
, 8.I 

9.6 

Nb. pa r  mol  
de pro t6 ine  

en jeu 

99 
63 
74 

N - C O O H  (en % 
du  N total)  

i .13 
0.67 
0.69 

Nb.  de mol  
pa r  mo l  

de p ro t6 ine  
en jeu 

8.7 
5.2 
5-3 

N - C O O H  
- - X  ioo 

N - N H t  

8.8 
8.3 
7.2 

Les chiffres du Tableau IV sont en bon accord avec la moyenne des chiffres du 
Tableau I. Tous sugg~rent clue des aminoacides sont mis en libert6 pendant l 'hydrolyse 
endopeptidasique. Dans notre cas particulier, pr6cisons que, sur les 560 restes de la 
mol6cule de globine, 5-9 semblent ainsi apparaitre k l'6tat libre et que, sur ioo fonctions 
NH 2 apparues au cours de l'hydrolyse, 8 environ semblent appartenir k des aminoacides. 

B. Etude qualitative et quantitative des aminoacides libres. 

I. Hydrolysats pepsiques. Apr~s pr6cipitation par l'alcool et dessalage ionophor6tique, 
l 'hydrolysat est 6vapor6 k sec et le r6sidu, dissous dans 2 ml d'acide ac6tique ~ 5%, est 
pass6 sur une colonne de charbon qui donne un filtrat F 1 et un 61uat E***. Le r6sidu 
d'6vaporation de E, est repris dans I ml d'eau, dont 27/,1 (correspondant k 8.1 mg de 
prot6ine), sont soumis ~ un chromatogramme bidimensionnel (butanol-acide formique 
puis ph6nol). Une seule tache d'aminoacide apparalt, Elle poss~de une intense coloration 
bleue et elle se trouve situ6e dans la r6gion de la ph~nylalanine. Aucune tache de tyrosine 
ne peut 8tre d6cel6e, mSme sur un chromatogramme monodimensionnel au butanol-acide 
formique, bien que, dans ces conditions, 3 ~g de tyrosine (0.25 tool par tool de prot6ine) 
puissent ~tre vus nettement. En outre, cette m~me fraction E~ est trait6e par FDNB. 
Les DNP-d6riv6s 6th6rosolubles sont pass6s sur une colonne de chloroforme. On recueille 
une large bande migrant ~ la vitesse de la DNP-ph6nylalanine***. L'hydrolyse de cette 
bande ne provoque l'apparition d'aucun aminoacide dans la phase hydrosoluble. On peut 
donc dire que la ph6nylalanine est le seul repr6sentant des aminoacides aromatiques. 
Un dosage colorim6trique du DNP-d6riv6 montre qu'il en existe environ I tool par tool 
de globine. De plus, 36 izl de la solution obtenue ~ partir de la fraction F 1 sont appliques 
sur papier. Le chromatogramme bidimensionnel r6v~le l'existenee de deux taches prin- 
cipales, l'une k la place de la leucine, l'autre, dans la r6gion de la valine. La taehe 

* Q u a n d  les hyd ro lyses  son t  effectu6es ~ PH a lca l in  ( t ryps ine  et c h y m o t r y p s i n e )  les m i l i eux  
r e n f e r m e n t  de tr~s grosses  quan t i t~ s  de ca rbona t e  qui  son t  ~l imin6es  pa r  une  6bul l i t ion  de 5 rain 

PH 2.5. No tons  en  outre ,  que  l ' ac id i f ica t ion  doi t  se faire pa r  l ' ac ide  c i t r ique  car  l ' ion  CI-, q u a n d  
sa  concen t r a t i on  es t  t rop  forte,  p rovoque  une  l~g~re er reur  pa r  exc~s (dfie p r o b a b l e m e n t  ~ la dis t i l -  
latio.n, d ' u n  peu  de HC1). 

Pou r  la  s igni f ica t ion  de ces symboles ,  voi r  le Chapi t re  " T e c h n i q u e s " .  
*** A u c u n e  t race  de d i - D N P - t y r o s i n e  ne  p e u t  8tre d~cel~e & ce s t ade  du  f r a c t i o n n e m e n t  b ien  

que  no t re  s i l icagel  p e r m e t t e  de sSparer a i s6men t  ce d6riv~ et  la  D N P - p h 6 n y l a l a n i n e .  
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"leucine" est hydrolys6e. Sur chromatogramme monodimensionnel (butanol-acide 
formique), elle fournit une grosse tache de leucine et une autre tache moins importante 
dans la r~gion de l'alanine. Mais, la technique de SANGER ne permet de caract~riser 
qu'une quantit~ n6gligeable de DNP-leucine. Nous sommes donc vraisemblablement en 
presence d'un peptide de la leucine et de l'alanine, contenant plus de leucine que d'ala- 
nine. La tache "valine",  de son cot6, se d~compose apr~s hydrolyse en de nombreuses 
taches. Le test ~ l'isatine, sp~cifique de la proline ~e, ~tant n~gatif, nous .pouvons dire 
que F 1 est pratiquement d6pourvu d'aminoacides libres. 

Un t6moin effectu6 avec IO mg de pepsine ne nous a donn6 aucune tache visible 
sur papier. Concluons done en disant que la ph6nylalanine est le seul aminoacide lib616 
en quantit6s notables pendant l 'hydrolyse pepsique de la globine. 

2. Hydrolysats trypsiques. L'hydrolysat est pr6cipit6 par l'alcool comme pr6c6dem- 
ment puis le filtrat est 6vapor6 sons vide dans un exciccateur. Une pattie du r6sidu 
pesant 29 mg (correspondant ~t 47 mg de prot6ine initiale) est extraite par l'ac6tone, 
les extraits sont 6vapor6s sous vide ~ basse temp6rature et repris par 0. 5 ml d'eau. Un 
chromatogramme bidimensionnel (butanol-acide formique puis ph6nol), effectu6 sur 
Io6 /A de la solution (correspondant ~ 9.9 mg de prot6ine initiale), nous donne deux 
taches k peine visibles dans la r6gion du glycocolle et de la s6rine ainsi qu'une tache 
importante dans la r6gion de la lysine, correspondant k environ 6 ~g de ce dernier 
aminoacide (0.26 tool par mol de globine). Les r6actions de SAKAGUCHI et de PAULI 
6tant n6gatives, il n 'y a ni arginine ni histidine. 

Ce m~me hydrolysat, apr~s pr6cipitation alcoolique, est trait6 par FDNB. Une forte 
bande migrant k la vitesse de la di-DNP-lysine se d6tache sur colonne de chloroforme. 
Cette bande est identifi6e sans 6quivoque sur colonne glycolbenz~ne. Sa puret6 est en 
outre v6rifi6e par hydrolyse. Le dosage colorim6trique donne 0.22 mol de lysine libre 
par tool de globine. I1 n 'y  a pas de proline par le test k l'isatine et l 'enzyme seul ne 
donne naissance k aucune tache. 

Seule la lysine peut donc 6tre identifi6e avec certitude dans les hydrolysats trypsiques. 
3. Hydrolysats ckymotrypsiques. Apr~s precipitation alcoolique, le filtrat est ~vapor6 

sec. 65. 5 mg du r6sidu (correspondant k 75 mg de prot6ine initiale) sont extraits par 
l'ac6tone, les extraits sont 6vapor6s sous vide et repris dans 0. 5 ml d'eau. Un chromato- 
gramme monodimensionnel (butanol-acide formique) est effectu6 sur 135 t*l de cette 
solution (correspondant k 20 nag de la prot6ine initiale). On voit deux taches tr~s 16g~res 
et une forte tache, donnant la r6action de SAKAGUCHI, dans la r6gion de l'arginine 
(o.13 mol environ par mol de globine). I1 n 'y a pas de proline par le test k l'isatine et 
la chymotrypsine seule donne des chromatogrammes n6gatifs. Cet enzyme lib~re donc 
de l'arginine en tr~s faibles quantit6s et aucun autre aminoacide. 

DISCUSSION DES IR~SULTATS 

Quelques-uns des r~sultats exp6rimentaux pr~c6dents paraissent m6riter un examen 
particulier: 

I. Toutes les operations r~alis~es au cours du present travail ont fait l 'obiet d'un 
contr61e attentif. Des essais-t~moins ont ~t~ effectu6s qui ont montr6, dans la plupart 
des cas, qu'aucune perte en aminoacides ne pouvait se produire en cours d'op6ration. 
Dans les autres cas, ces essais nous ont permis de calculer des coefficients de correction, 
d'ailleurs faibles, dont nous avons tenu compte au moment des calculs. Malgr~ ces pr~- 
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cautions, les aminoacides libres d6cel6s par  chromatographie  dans les hydrolysats  endo- 
peptidasiques ne correspondent qu '~ une tr~s faible par t  du N - C O O H  mesur6 selon 
VAN SLYKE. Dans l 'exemple le plus favorable (pepsine), nous avons en effet retrouv6 
I mol d 'aminoacide libre par mol de globine, alors que le dosage du N - C O O H  en indi- 
quait  9. Dans l 'exemple le moins favorable (chymotrypsine),  le rappor t  est de o.13 k 5. 
I1 semble donc bien que l 'on ne puisse pas accorder une enti~re confiance au dosage 
~t la ninhydrine,  quand les proportions d 'aminoacides libres passent au-dessous d 'une  
certaine limite. Les endopeptidases cristallis6es lib~rent probablement  beaucoup moins 
d 'aminoacides que l 'on a l 'habi tude de le croire. 

2. On trouve n6anmoins des aminoacides libres en faibles quantit6s dans les hydro-  
lysats endopeptidasiques. Ces aminoacides ne sont sans doute pas form6s par une exo- 
peptidase 6ventuellement pr6sente dans nos enzymes cristallis6s. Songeons en effet que 
les hydrolyses sont effectu6es ~ des Pa  extremes (1.8 pour la pepsine ; 9.7 pour  la trypsine 
et la chymotrypsine)  et que les pr6parations de pepsine, m~me brutes, semblent d6- 
poulvues  d 'act ivi t6 exopeptidasique. 

3- Une sp6cificit6 tr~s marqu6e semble se manifester pendant  la lib6ration des 
aminoacides. Un seul aminoacide libre a pu en e~et ~tre identifi~ dans chaque hydrolysat: 
ph6nylalanine dans les hydrolysats  pepsiques, lysine dans les hydrolysats  trypsiques et 
arginine dans les hydrolysats  chymotrypsiques .  Parmi  ces aminoacides, on ne t rouve 
jamais la valine, qui occupe pour tan t  l 'extr6mit6 amin6e des six chaines peptidiques 
de la globine de chevaW. 

4- I1 ne semble pas toutefois qu'i l  faille, d~s k pr6sent, a t t r ibuer  t rop d ' importance 
k la nature  m~me de l 'aminoacide lib6r& En effet, nous n 'avons  encore 6tudi6 que 
l 'hydrolyse de la globine de cheval et nons ne savons pas si les faits observ6s sont 
imputables ~ une r6elle sp~cificit6 des enzymes ou ~ une simple particularit6 structurale 
du substrat  prot6ique. Notons donc sans commentaire  que la ph6nylalanine, trouv6e 
dans les hydrolysats  pepsiques, se rencontre 6galement en abondance aux extr6mit6s 
amin6es des peptides 5. Contrairement aux autres exp6rimentateurs (qui ont  d'ailleurs 
6tudi6 d 'aut res  hydrolyses), nous n ' avons  pas identifi6 la tyrosine parmi les aminoacides 
lib6r6s par  la pepsine. Mais il est clair que la ph6nylalanine est aussi un aminoacide 
aromatique dont les peptides servent, comme ceux de la tyrosine, de substrats  sp6cifiques 
pour cet enzyme 15. De m~me, on sait que la trypsine hydrolyse les peptides simples de 
la lysine :5 ainsi que la polylysine zS. 

Notons par contre que la pr6sence d 'arginine n ' a  jamais encore 6t6 constat6e darts 
les mol6cules simples sensibles k Faction chymotrypsique.  Mais nous n 'avons  caract6ris6 
qu 'une  quanti t6 si faible de ce dernier aminoacide qu'il  semble difficile d 'ouvr i r  d~s 
maintenant  une discussion ~t son sujet. 

RI~SUM]~ 
Au cours du pr6sent travail, nous avons 6tudi6 les aminoacides lib6r6s pendant l'hydrolyse de 

la globine de cheval par la pepsine, la trypsine et la chymotrypsine cristallis6es. Les techniques 
utilis6es (dessalage ionophor6tique ou par extraction ac6tonique, chromatographie des aminoacides 
sur colonnes de charbon ou sur papier, chromatographie des DNP-aminoacides sur silicagel) ont 6t6 
contr616es avec le plus grand soin. Toutes les lois qu'une perte sensible a 6t6 constat~e, un coefficient 
de correction a pu 6tre calcul6. Les r6sultats obtenus ont 6t6 les suivants: 

I. Les hydrolysats endopeptidasiques contiennent beaucoup moins d'aminoacides libres que la 
d6termination du N-COOH (ninhydrine) le laisse pr6voir. 

2. En rapportant chaque fois ~ i mol de globine les quantit6s molaires d'aminoacides lib6r6s 
par les trois enzymes, on trouve I mol de ph6nylalanine, o.25 mol de lysine et o.I tool d'arginine, 
respectivement, dans les hydrolysats pepsique, trypsique et chymotrypsique. Chacun de ces hydro- 
lysats ne contient doric qu'un seul aminoacide libre en quantit6 notable. 
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SUMMARY 

In the course of the present work, we have studied the amino acids liberated during the hydro- 
lysis of horse globin by crystalline pepsin, trypsin and chymotrypsin. The techniques used (iono- 
phoretic desalting or acetone extraction, chromatography of the amino acids on carbon columns or 
on paper, chromatography of DNP-amino acids on silica gel) have been controlled with great care. 
Every time a sensible loss has been found, a correction coefficient has been calculated. The results 
obtained are as follows: 

I. The endopeptidasic hydrolysates contain much less free amino acids than the determination 
of N-COOH (ninhydrin) shows. 

2. In relating each time to I mol of globin the molar quantities of amino acids liberated by 
the three enzymes, it is found that the pepsin, trypsin and chymotrypsin hydrolysates contain I mol 
phenylalanine, 0.25 mol lysine, and 0.1 mol arginine, respectively. Each of these hydrolysates contains 
only one free amino acid in notable quantity. 

ZUSAMMENFASSUNG 

In dieser Arbeit wurden die Aminosiuren untersucht, welche bei der Hydrolyse von Pferde- 
globin durch kristallisiertes Pepsin, Trypsin und Chymotrypsin frei werden. Die verwendeten Arbeits- 
verfahren (ionophoretische oder durch Acetonextraktion bewirkte Entsalzung, Chromatographie der 
Aminosauren an einer Saule von Kohle oder auf Papier, Chromatographie der DNP-AminosLuren 
an Silicagel) wurden mit der grossten Sorgfalt kontrolliert. Jedesmal wenn ein fiihlbarer Verlust 
festgestellt wurde, konnte ein Korrekturfaktor berechnet werden. Die folgenden Ergebnisse wurde 
erhalten : 

I. Die Endopeptidase-Hydrolysate enthalten vie1 weniger freie Aminosauren als die Bestimmung 
des N-COOH (Ninhydrin) voraussehen lasst. 

2 Wenn man die molaren Mengen der durch die drei Enzyme in Freiheit gesetzten Aminosluren 
jedesmal auf r Mol Globin bezieht, dann findet man resp. I No1 Phenylalanin, 0.25 Mol Lysin und 
0.1 Mol Arginin, in den peptischen, tryptischen und chymotryptischen Hydrolysaten. Jedes dieser 
Hydrolysate enthllt also nur eine freie Aminosaure. 
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