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137. Sur les phospho-peptones de la easbine (1actotyrines)l) 
par Theodore Posternak e t  Hans Pollaczek. 

(15. IX. 41.) 

Intvoduct ion. 

On sait depuis longtemps que si l’on soumet les phospho-protdides 
(cashine, vitelline, ichtuline) a l’action des ferments ProtPolytiques, 
on peut obtenir des produits de ddgradation plus riches en phosphore 
que Ies protides de ddpsrt. 

Pour citer des travaux anciens concernant la casiine, rappelons que Salkoulskt2) 
ayant traite le protide par la pepsine chlorhydrique isola sous formc de sel de fer un 
produit assez riche en phosphore (4%) et  qui donnait encore toutes les rPactions des 
matieres albuminoides. Plus tard Reh3) isola, toujours des produits de digestion peptique 
e t  sous forme de sels d’urane, des substances analogues. A l’hydrolyse ces produits four- 
nirent un tres grand nombre d’acides amines. 

E n  1927, 8. Posternak4), ayant soumis la caseine A l’action de la trypsine, put en 
retirer une serie de substances phosphorees de compositions voisines auxquelles il donna 
le nom de lactotyrines. Leurs rapports atomiques N/P variaient de 3,75 & 4,25. A l’hydro- 
lyse acide, les lactotyrines fournirent Q c6tB d‘acide phosphorique les produits suivants : 
acide glutamique, acide aspartique, sBrine, isoleucine, ammoniaque e t  acide pyruvique. 
Parmi ces produits de clivage, on ne trouve qu’un acide oxyamid:  la shine. I1 devenait 
alors tres probable que c’est aux hydroxyles des serines que se trouvent fix& les groupes 
phosphoryles, d’autant plus que ces lactotyriues presentent des reactions communes avec 
d’autres tyrines obtenues Q partir de la vitelline du jaune d‘ceuf5) e t  dans lesquelles la 
presence de restes de phospho-sbrine Btait bien Btablie (formation d’ammoniaque et  
d‘acide pyruvique sous l’action des alcalis). 

A la m6me Bpoque, C. Rtmingtod) ayant soumis Pgalement la caseine & une digestion 
tryptique isola des substances phosphorees qu’il nonima, phospho-peptones. Le produit 
le plus riche en phosphore obtenu par cet auteur avait un rapport atomique KIP :Z 3. 
Rimington le considere comme forme de 9 acides aminbs et  de 3 acides phosphoriques. 
Comme produits de clivape il indiqua, Q c6th de l‘acide phosphorique, les acides amines 
suivants: acide oxy-glutamique (3 mol.), shrine (2 mol.), acide amino-oxy-butyrique 
(4 mol.). Ajoutons d‘ailleurs que le dernier acide, qui est different de la threonine‘), n’a 
jamais B t B  retrouve depuis dans la caseine. RLmingtorL admit tout Q fait arbitrairement 
que dans sa phospho-peptone l’acide phosphorique se trouve 116 ti l’acide oxy-glutamique ; 
dans son mkmoire, cet auteur publia une formule developpee, dans laquelle tous les details 
de constitution de la phospho-peptone se trouvent indiyues, formule qui represente un 
exemple caracteristique de (( Papierchemie )>. 

Les rbsultats de Rbmington ont B t B  contestes un peu plus tard par S. Posternaks); 
cet auteur, ayant soumis la caseine & une digestion tryptique dans des conditions ana- 

l) Communication preliminaire: C. r. SOC. phys. e t  Hist. nat. Genbve, 54, 236 (1940). 
2, Z. physiol. Ch. 32, 245 (1901). 
3, Hofnzeister’s Beitrage, I I ,  1 (1907); voir aussi Drdrzch ,  Rioch. Z. 22, 120 (1909). 
4, C. r. 184, 306 (1927). 
5 ,  C.r.  185, 615 (1927); 187, 313 (1928). 
6 ,  Biochem. J. 21, 1179 e t  1187 (1927). 
7,  McCoy, Meyer e t  Rose. J. Biol. Chem. 112, 283 (1935). 
s, C.r. 186, 1762 (1928). 
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logues B celles qu’employait Rimington. obtint une tyrine de rapport atomique NIP = 3,5. 
I1 y admettait la presence de 4 acides phosphoriques et de 14 acides amines. La compo- 
sition de cette tyrine restant a peu pres constante si l’on prolonge I’action du ferment, 
8. Posternak l’a consideree comme un produit-limite de degradation. A l’hydrolyse, il 
obtint les mbmes acides amines qu’B partir des autres lactotyrines, soit de I’acide gluta- 
mique, de la serine, de l’iso-leucine et de l’acide aspartique. 

En 1933, Levene e t  Hill1)  soumirent B une hydrolyse acide menagee une phospho- 
peptone de caseine preparee d’aprhs la mbthode de S. Posternak. 11s purent en isoler, 
sous fornie d‘un sel de brucine cristallise, un dipeptide forme d’acide serine-phosphorique 
et d’acide glutamique qui represente, comme nous l’avons montre dans une communica- 
tion pr8c6dente2), l’acide phosphoskryl-glutamique. Peu de temps auparavant, F. Lip- 
mann3) avait obtenu de l’acide shrine-phosphorique par hydrolyse acide directe de la 
cas6ine. 

A la m&me Bpoque, G .  Schmidt4), ayant soumis la caseine B une trhs longue digestion 
tryptique (un mois) en presence d‘une grande quantite de pandatine, obtint un produit 
qu’il considere comme identique l’acide dipeptide-phosphorique de Levene e t  Hill. 
Nous aurons l’occasion de revenir sup ce travail. 

Pour terminer cette revue, citons enfin une note de caractere preliminaire parvenue 
B notre connaissance apres l’achhvement de nos propres recherches. Darnodaran et Rarna- 
chandran6) indiquent avoir obtenu par digestions d’abord peptique, puis tryptique de la 
caskine une phospho-peptone de rapport atomique N/P = 3,3-3,4, contenant 10 acides 
aminbs et 3 acides phosphoriques. A l’hydrolyse, les auteurs hindous obtinrent de la shrine, 
de l’acide glutamique et de l’iso-leucine; rappelons que 8. Posternak avait d6jjiL signal6 lea 
m&mes acides aminCs dans ses lactotyrines. 

En rBsumh, on peut dire que presque tous les travaux ulthrieurs 
ont confirm6 la conception de #. Posternak, d’aprh laquelle dans la 
casBine, comme dans les autres phospho-prothides htudiks, l’acide 
phosphorique est fix6 des restes de shrine. La question du mode de 
liaison du phosphore &ant Bclaircie, on pouvait se demander alors 
quels sont la nature et l’ordre de liaison des acides aminBs se trouvant 
dans le voisinage des phospho-skrines. L’isolement de l’acide dipep- 
tide-phosphorique de Levene et Hill montrait dhja qu’une partie 
tout au moins de la phospho-s6rine se trouve combinhe B l’acide 
glutamique. Pour avoir des renseignements plus &endus, il Btait alors 
logique de s’adresser aux lactotyrines (phospho-peptones) et le present 
travail a B t B  entrepris dam le but de prhciser la constitution de ces 
substances et aussi d’expliquer la resistance qu’elles opposent 3, 
l’action des ferments protBolytiques. 

Pour designer les produits phospho-organiques obtenus par 
degradation enzymatique de la casBine, nous emploierons le terme 
de phospho-peptone. En verit6, les produits dont il est question sont 
prepares par des digestions tryptiques et non peptiques et le terme 
de phospho-tryptone efit 6tB plus logique; mais la plupart des auteurs 

1) J. Biol. Chem. 101, 711 (1933). 
2 ,  Helv. 24, 921 (1941). 
3, Bioch. Z. 262, 3 et 9 (1933). 
4 )  Z. physiol. Ch. 223, 86 (1934); Naturwiss. 21, 202 (1933). 
5 ,  Nature, 145, 857 (1940). 
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ayant adopt6 le nom de phospho-peptone, nous l’emploierons Pgale- 
ment pour kviter de compliquer la nomenclature. 

Prkpurution et composition des phospho-peptones. 
Nous avons Ptudik deux espbces de phospho-peptones que nous 

dksignerons comme phospho-peptones I et phospho-peptones II. 
Les phospho-peptones I ont P t P  prPparPes par une digestion 

tryptique de relativement courte dur6e (2-5 jours). Comme l’avaient 
dPjh montrk des recherches antkrieures, il se forme ainsi une subs- 
tance de rapport at. N/P - 3 , 5  dont la composition ne se modifie 
plus que trBs lentement par l’action ultPrieure du ferment1). Le 
rapport at. N /P  de nos propres prkparations variait de 3,4 B 3’6; 
l’azote amin6, dosk d’aprbs wan XZyke, constituait 9’2-9’6 %, de 
l’azote total. Si nous nous reprksentons la substance comme form6e 
d’une chaine ne contenant que des liaisons peptidiques entre acides 
mono-aminks, ces chiffres indiquent que la phospho-peptone I con- 
tient 10-11 acides aminks et 3 restes phosphoryles. Ajoutons que la 
substance se laisse d6grader beaucoup plus rapidement par les enzymes 
pancrkatiques aprks ddphosphorylation par la phosphatase des reins. 

D’autre part, notre attention a 6t6 attir6e sur le produit prk- 
par6 par G. Wchmidt2). Rappelons que cet auteur soumit la casPine B 
une digestion pancrkatique de 4 semaines en prbsence d’une grande 
quantitd de ferment. Le produit le plus riche en phosphore qu’il 
obtint avait un rapport at. N/P  = 2,0. I1 le considbre comme iden- 
tique B l’acide dipeptide-phosphorique de Levene et HiZZ (acide phos- 
phoskryl-glutamique). Disons immkdiatement qu’a priori il &ait trbs 
peu probable que la substance de Xchmidt reprksentiit un phospho- 
dipeptide; en effet, d’aprbs les indications de l’auteur lui-mkrne, le 
produit donne une forte reaction rouge-violet du biuret,, alors que 
la rPaction de l’acide dipeptide-phosphorique est ndgative, comme 
nous avons pu le constater. 

OpPrant dans les conditions indiqukes par Schmidt ,  noiis avons 
obtenu, en partant de la caskine, un compose de rapport atomique 
X/P = 2,7 et dont l’azote amin4 reprdsente 12 ,1% de l’azote total: 
ces chiffres correspondent B une chaine de 8 acides mono-sminks 
estPrifi6e par 3 acides phosphoriques. En partant d’une phospho- 
peptone, par contre, que nous avons soumise A une longue digestion 
pancrdatique, nous avons obtenu une substance de rapport at. 
N /P  = 2,37; ce rapport, sans atteindre la valeur de 2,0 indiqu6e 
par Schmidt,  en est toutefois assez rapprochi.. L’azote aminP dose 
d’aprks vun BZyke repr4sente 14,4% de l’azote total. U I ous avons 
done affaire ici ii un heptapeptide est6rifiP par 3 acides phosphoriques. 

l) 5‘. Posternnk, C. r. 186, 1762 (1928). 
2 ,  Z. physiol. Ch. 223, 86 (1934). 
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Ajoutons que ces teneurs en azote amink sont incompatibles avec 
la reprksentation de Schmidt qui croit avoir obtenu un dipeptide: 
si tel Btait le cas, la teneur en azote a m i d  devrait Bvidemment at- 
teindre 50% de l’azote totall). 

Nous dksignerons sous le nom de phospho-peptones I1 les pro- 
duits obtenus d’aprits Schmidt par des digestions prolongkes en pr6- 
sence de grandes quantitks de ferment. 

Produits d’h ydrolyse. 

Les phospho-peptones ne donnent ni la rBactiori de iKiZZon, ni la 
rdaction xanthoprotkique, ni celle de Hopkins- Cole, ni celle de MoZisch. 
Elles ne contiennent pas de bases hexoniques. Par hydrolyse acide, 
il se forme (a c6tB d’acide phosphorique) de l’ammoniaque, de l’a,cide 
pyruvique et des acides mono-aminks. L’ammoniaque et l’acide 
pyruvique rdsultent de l’alt6ration de la skrine. Comme l’avaient 
dkja montrk des recherches antkrieures ”), la phospho-peptone I 
fournit B l’hydrolyse les acides aminks suivants : I (  -)-stkine, Z( +)-iso- 
leueine, acide I (  +)-glutamique, acide I(-)-aspartiqne. La phospho- 
peptone I1 contient, comme nous l’avons constatB, les mBmes acides 
aminks, B l’exception de l’acide aspartique. 

Des dosages de stkine ont B t B  effectuks dans lea hydrolysats des 
phospho-peptones au moyen de la mdthode colorimdtrique de 
Eegriwe-Rapoport3). Pour le calcul des rksultats, il est nhcessaire de 
tenir eompte des faits suivants: 

Lorsqu’on traite les phospho-peptones par les acides mineraux bouillants (30 heures 
#ebullition en presence d’acide chlorhydrique it 18%), il se forme line certaine quantite 
d’ammoniaque (12% environ de l’azote total). Ceci n’est pas dd it la presence de groupes 
amides dans les substances: en effet cette ammoniaque n’apparait que lentement e t  sa 
quantite augmente avec la durbe de chauffe e t  la concentration de I’acide. Les amides 
veritables, par contre (glutamine, asparagine), sont hydrolysees complbtement dans des 
conditions beaucoup plus douces4). D’autre part, la formation d‘ammoniaque s’accom- 
pagne toujours de celle d’aeide pyruvique; or on sait que ces deux substances resultent 
de la decomposition de la serine. Nous avons donc explique la formation d’ammoniaque 
par cette destruction de sbrine5), d’autant plus que, de tous les acides amines contenus 
dans les phospho-peptones, c’est la serine seule qui s’altkre sous l’action des acides. I1 
est alors necessaire, pour Btablir la teneur reelle de la substance primitive, d‘ajouter A la 
serine dBce16e dans l’hydrolysat une quantite correspondant h, l’ammoniaque formbe. 
C‘est par suite d’omission de cette correction que les dosages de serine effectues par 
Rzpoport dans des produits d‘hydrolyse de phospho-proteides sont certainement erron8s6). 

D’autre part, nous avons dose dans l’hydrolysat des phospho- 
peptones l’azote oxy-amin6 total par la methode au periodate de 

l) I1 semble d’ailleurs que Schmidt n’ait pas dosb l’azote amink de ses produits. 
2) S. Posternak, C. r. 186, 1762 (1928). 
3, Bioch. Z. 289, 406 (1937). 
4, Voir p.ex.: Osborne e t  Nollan, J. Biol. Chem. 43, 311 (1920). 
5 )  8. et  Th. Posfernak, C.r. 185, 615 (1927); 187, 313 (1928). 
6, Bioch. Z. 289, 420 (1937). 
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van BZykel) : cet azote correspond B l’ammoniaque totale prksente 
dans l’hydrolysat aprbs traitement par le periodate alcalin. Les chiffres 
obtenus concordent approximativement avec ceux qu’a fournis le 
dosage corrig6 d’aprks Eegriwe- Rapoport: ceci eonfirme l‘absence 
dans nos produits d’autre acide oxyamin6 que la s6rine. Sous l’action 
du periodate, il se forme, d’autre part, de 1’aldPhyde formique qui a 
ht6 identifie par sa combinsison dimkdonique. 

~- 

Phospho-peptone I 

Phospho-peptone I1 
Phospho-peptone I1 

3,65 1 11 I 4,8 ~ 4.6 

2,37 7 ~ 3,0 I 3,3 
2,69 8 399 I - 

l) J. Biol. Chem. 133, 288 (1940). 
2, Bioch. Z. 289, 406 (1937). 
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tit6 correspondant aux 3 acides phosphoriques. Les observations 
suivantes indiquent qu’il en est de m6me dans la phospho-peptone I: 

On sait que sous l’action des periodates alcalins la sbrine est 
scindde rapidement avec formation d’alddhyde formique et d’am- 
moniaquel). Cette reaction nkessitant la presence tl’un groupement 
HOCH2-CHNH2- libre n’est pas donnde par les cldrivds acyles de 
la s6rine. Nous avons constatd en effet que l’acide sdrine-phospho- 
rique n’est pas attaqud par le periodate2). Or, il en est de m6me de 
la phospho-peptone I. Par contre, aprks ddphosphorylation par une 
phosphatase des reins de porc3) ne contenant pas de quantitd notable 
de peptidase, la phospho-peptone est attaqude par le periodate avec 
formation d’ammoniaque et d’alddhyde formique. Ces faits s’expliquent 
aisdment par la pr6sence d’un reste de phospho-s6rine a l’extr6mitP 
de la chaine de la phospho-peptone. 

Ddphosphorylation par la phosphatase des reins de pore et par l’alcabi. 
Nous avons Btudi6 comparativement les ddphosphorylations 

enzymatiques des substances suivantes : 
Phospho-peptone I (N/P = 3,56) 
Phospho-peptone I1 (N/P = 2,37) 
Acide dipeptide-phosphorique (acide phosphoskryl-gliitamique) 
Acide serine-phosphorique4). 

Wous avons soumis ees produits dans des conditions identiques 
(m6mes concentrations en phosphore et en ferment) h, l’action de la 
phosphatase des reins de pore. Comme le montrent les courbes de 
la fig. 1, les produits de poids moldculaires les moins 6levPs sont ceux 

I 0 0  

$ 80 
a + 60 
s 

z 

5 4 0  
.; a 
4 0  

0 20 40 60 80 I 0 0  
heures 

Fig. 1. 

qui perdent le plus facilement leur phosphore. C’est ainsi que l’acide 
sdrine-phosphorique et l’aeide dipeptide-phosphoriqne sont ddphos- 
phorylds rapidement et complktement. Les phospho-peptones I et I1 

I) Nicoled et S h i m ,  Am. SOC. 61, 1615 (1939); van Slyke et coll., J. Biol. Chem. 
43, 311 (1920). 

2) D’autre part, nous avons constate que des derives N-acylks de la serine tels 
que les derives benzoylb et naphtaldne-B-suifonyle resivtent Bgalement au periodate. 
dans les conditions de nos experiences. 

3, A. et E. Albers, Z. physiol. Ch. 232, 193 (1935). 
4, Liprnaizn et Leaene, J. Biol. Chem. 98, 109 (1932). 
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sont d6phosphoryli.es plus lentement, mais a,lors que la phospho- 
peptone I1 perd finalement la presque totalit6 de son phosphore, 
l’autre phospho-peptone n’en perd que Sooh, soit un peu moins de 
2 atomes P sur 3 ;  le phosphore restant est beaucoup plus difficile- 
ment mindralisable. 

On sait qu’un des caracteres des phospho-proteides est la facilite avec laquelle 
ils sont dephosphorylBs par les alcalis. Pour cette raiuon, il etait intbressant de comparer 
les vitesses de dephosphorylation alcaline des quatre mdmes substances. Kous avons cons- 
tate que les vitesses de dephosphorylation sous l’action de la soude A 1% b 37O sont en 
ordre inverse des vitesses de dBphosphorylation enzymatique. Cette fois, ce sont les deux 
phospho-peptones, c’est-&-dire les produits de poids molkculaire les plus kleves, qui perdent 
facilement leur phosphore, alors que l’acide dipeptide-phosphorique et. davantage encore, 
l’acide skrine-phosphorique, se montrent resistants. 

Action de l’umino-peptidasc.. 
Lorsqu’on soumet les phospho-peptones B l’action de l’smino- 

peptidase de la muqueuse intestinale du pore, les substances ne sont 
dPgrad6es que trks lentement, comme l’indiquent les dosages d’aprks 
van Slyke  de l’augmentation de l’azote amind. Cette d6gradation 
lente est accompagnde d’une mindralisation lente du phosphore, 
due Q la presence d’un peu de phosphatase intestinale dans notre 
prdparation d’amino-peptidase : nous pensons que c’est cette d6- 
phosphorylation pr6alable qui permet l’hydrolyse par la peptidase. 
En effet, si l’on ajoute au melange substrat-ferment de la phosphatase 
des reins de pore tlepourvue de peptidase, on constate que la d6- 
phosphorylation beaucoup plus rapide qui sc’ produit permet une 
degradation beaucoup plus rapide 6galement par la peptidase. 

Dans certaines expbriences, iious avons soumis la phospho- 
peptone I (NIP - 3 , s )  a l’action simu1tani.e d’une petite quantitk 
de phosphatase des reins et de l’amino-peptidase. Dans d’autres 
expdriences nous avons soumis le produit d’abord a l’action de la 
phosphatase des reins, puis, aprks destruction de l’enzyme par la cha- 
leur, a celle de l’aminopeptidase jusqu’& ralentissemerit considbrable 
de l’augmentation de l’azote amin6. 

’4 m3-N 

et en abscisses le phosphore mineral en ;(, du phosphore total, on 
obtient dans les deux series d’exp6riences des courbes de meme allure 
(courbe I de la fig. 2 ) .  On voit que tant que le phosphore mindral 
est inferieur a 50 yo du phosphore total, lc rapport croit lentement en 
restant voisin de 1; il croit par contre rapidement dks que la min6ra- 
lisation atteint prks des deux tiers du phoaphore total. 

La phospho-peptone I1 soumise aux memes traitements fournit 
une courbe d’allure differente (courbe 11 dr i  la fig. 2) .  

Si l’on porte en ordondes le rapport atomique 

( A  NH,-N = augmentation de l’azote amine; PRI = phosphore minBral) PAM 
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Interpre’tations des Pe’sultats. 
Comme nous l’avons vu plus haut, les phospho-peptones con- 

tiennent a l’extrdmitt! de la chaine qui porte le groiipe amind libre 
un reste de phospho-s6rine. La resistance qu’opposent les phospho- 
peptones, tant qu’elles ne sont pas dkphosphoryldes, l’action de 
l’amino-peptidase est en accord avec eette reprdsentation. En effet, 
dans une communication precddentel), nous avons montr6 que le 
reste phosphoryle protege contre l’hydrolyse enzymatique la liaison 
peptidique qui se trouve dam son voisinage : l’amino-peptidase s’at- 
taquant aiux peptides a partir de l’extrhmitd portant le groupe amind 
libre, la resistance de la phospho-peptone intacte s’explique p a  la 
presence de phospho-sbrine 8, cette extr6mit6. 

ANH, - N 
PM 

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 W l ~  
P min. en ‘10 de P total 

Fig. 2. 

Pour expliquer les autres faits que nous avons signal&, nous 
nous representons la structure des phospho-peptones et, en parti- 
culier, la position des deux autres restes phosphoryles de la maniere 
suivante : 

Phosphos6ryl . phosphoskyl - - - - phosphoskryl - - - 
Phospho-peptone I 

PhosphosBryl . phosphoskryl - - - - phosphosCrine 
Phospho-peptone I1 

(chaque trait reprksente un reste d’acide amink) 

Le produit le plus ddgrade (phospho-peptone I1 ; heptapeptide) 
contient B l’extr6mitP do la chaine portant le groupe &mind libre 
deux restes consdcutifs de phospho-s6rine ; la troisibme phospho- 
serine est situee a l’autre extrPmit6 de la chaine ou tout au moins dans 
son voisinage. Dans la phospho-peptone I (dbca- ou endhapeptide) 
trois ou quatre acides aminPs viennent encore s’enchainer du c6t6 
du groupe carboxyle a la suite de cette troisikme phospho-sdrine. 
Par suite d’un effet d’empechement stGrique, ou pour toute autre 
raison, le groupe phosphoryle fix@ B. la partie centrale de la phospho- 
peptone I est plus resistant l’action de la phosphatase que les deux 
phosphoryles situ@s B l’extrPmit4: c’est la raison pour laquelle, dans 

l) Helv. 24, 921 (1941). 
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nos conditions d’experience, il ne s’elimine que deux P Bur trois. 
Dans les mbmes conditions, la phospho-peptone I1 ou les trois restes 
phosphoryles sont situhs dans le voisinage des extrkmitirs se laisse 
dkphosphoryler coniplktement par l’enzyme. 

L’amino-peptidase ne peut degrader, cornme nous l’atvons vu, 
les phospho-peptones qu’aprks dkphosphorylation. Dans la phospho- 
peptone I les deux restes phosphoryles situ6s l’extrkmitk de la chaine 
sont Blimines successivement sous l’action de la phosphatase, celui 
qui fait partie de la phospho-skrine terminale &ant scind6 plus rapide- 
ment que le deuxikme. La peptidase peut alors dktacher successive- 
inent les deux restes de serine terminaux avec une vitesse dependant 
cle la vitesse de dephosphorylation. C’est la raison pour laquelle le 
rapport 

est voisin de 1. Les deux phospho-shines une fois Pliminees, l’at- 
taque de la chaine gar la peptidase peut se poursuivre sans entraves, 
tout au moins jusqu’au voisinage du troisiPme reste phosphoryle, ce 
yui provoque une croissance rapide du rapport (eourbe I de la fig. I). 

Cette representation de la structure des phospho-peptones se 
trouve encore 6tay4e des observations suivantes : 

pu’ous avons trait6 la, phospho-peptone I par le mdange aminopeptidase-phosphatase 
jusqu’a mineralisation de 41,3% du phosphore (1,2 at.) e t  augmentation de l’azote amink 
representant 12,1% de l’azote total (1,3 at.). Le produit degrade que nous dksignons 
comme produit A a Bt6 isolB; une partie en a BtB dksaminBe et, apres hydrolyse, elle a fourni 
de l’acide glycerique dbcelable par la reaction d’Eegriwe-Rapoport. Le produit A a Bte 
soumis B une nouvelle attaque par la peptidase-phosphatase jusqu’a Blimination de 39,9% 
de phosphore, l’augmentation de l’azote amin6 &ant 8,30% de l’azote total. RapportBe 
A la phospho-peptone I de dbpart, la perte totale subie au cows des deux degradations 
successives est alors de 64,7% P, soit 1,94 at., e t  de 19,4% K, soit 2,13 at. I,e d e u x i h e  
produit de dbgradation form6 (produit B) a kt6 isole. Son produit de desamination n’a 
pas donne, aprits hydrolyse, la rCaction de l’acide glycerique. Mais si l’on soumet le pro- 
duit B B une action prolongee de la peptidase, on obtient un produit C qui, h i ,  fournit 
aprbs dBsamination et hydrolyse la reaction de l’acide glycerique. Ces faits s’expliquent 
comme suit: Dans le produit B, les deux restes de phospho-sBrine terminaux ont B t C  
&mines e t  le groupe amine libre fait parcie d’un autre amino-acide. Dans le produit C, 
par suite d’une degradation plus poussGe, la troisi6me phospho-s6rine est devenue le 
groupe portant le reste amin6 libre de la chaine. 

Ces recherches permettent d’expliquer de la manikre suivante 
la formation des phospho-peptones : 

Elle est due, non pas 8, la nature ou au mode de liaison des amino- 
acides, mais bien a la presence des groupes phosphorgles dans les 
phospho-protkides. Ces restes phosphoryles bloqunnt l’nction des fer- 
ments pancrdatiques (trypsine, amino-peptidnse, cnybozy-pept idase), il 
en resulte la formation de fragments rdsistant ic ibne nouvelle ddgradation 
e n x  ymati pue. 
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PARTIE EXPgRLMENTALE. 
Preparation des phospho-peptones. 

Phospho-peptone I (NIP - 3,5). 
La prdparation de cette phospho-peptone peut s’effectuer directe- 

ment a partir de la casdine par deux jours de digestion pancrdatique 
suivztnt une mdthode d6jk publidel). 

Nous avions k notre disposition sous forme de sel de calcium 
une certaine quantitd d’un produit moins ddgradd (contenant : 
9,72y0 N ;  5,08y0 P; 8,33% Ca; N/P  = 4,2). I1 avait 6th pr6pard k 
partir de la casdine par une mdthode analogue niais en presence 
d’une quantit6 plus faible de pancrdatine. Nous l’avons alors soumis 8, 
une nouvelle digestion : 

Une solut.ion de 10 gr. de produit (debarram6 des ions de calcium par la quantite 
strictement necessaire d’acide oxalique) dans 100 cm3 d’eau est additionnee de 280 cm3 
d‘hydroghxarbouate de sodium 8. 5,6%. On ajoute une suspension de 8 gr. de bouillie 
de pancreas de porc dans 20 om3 d’eau (la glande pancrbtique avait B t B  prblablement de- 
barrassee de la graisse et du tissu conjonctif et conservee 48 heures B la glacihre); pH = 8,6. 
AprBs addition de 20 cm3 de toluhe, on laisse 48 heures B 1’6tuve A 35O. Le liquide est 
ensnite filtr6, acidul6 B I’acide ac6tique et precipit6 par 70 om3 d’acetate neutre de plomb 
B 20%. Le pr6cipitB est essore et lave B fond B I’eau. On le triture ensuite dans un mortier 
avec du carbonate de sodium 2-n. qu’on ajoute par petites portions, en verifiant de temps 
en temps la reaction de la suspension au moyen du papier B la ph6nolphtal8ine. DBs que 
la reaction alcaline subsiste pendant 3 4  minutes, on arr6te l’addition de carbonate 
de sodium. On essore le precipit6 sur une couche de norite; le f i h a t  est acidule B l’acide 
acetique et additionne de 35 cma d‘acetate de baryum B20%, puis de 2 volumes d’alcool 
B 96%. Le precipit6 form6 est essor6, lave d’abord B l’alcool B 7096, puis B l’alcool fort 
et B l’6ther; on le shche dans le vide (6-8 gr.). Pour le purifier, on le dissout dans I’eau 
e t  on le precipite par l’alcool. 

Composition des produits obtenus (A 1’6tat anhydre): 

___ 
Preparation I . . 4,16 37,O 3,56 

Preparation I11 . . 8,48 5,15 28,3 3,65 
Prbparation 11 . 6“:;; ~ 4,31 1 35,6 1 3,45 

9,3 

9,2 

- 

~~~ 

La preparation I11 ayant 6t6 prkcipitee en milieu plus acide contenait moins de 
baryum. 

La prkparation I a 6t6 ddbarrasske des ions de b a r p m  par 
la quantit6 strictement ndcessaire d’acide sulfurique et soumise 
encore une fois k l’action du pancrdas dans des conditions identiques 
aux prdcddentes. Des dosages d’aprks Qan rSZylke montrent qu’au bout 
de 48 heures de digestion, il ne s’est pas produit d’augmentation 
sensible de l’azote amin6. Pas de phosphore mindral. -4prks 48 heures, 
le produit est is016 de la manihre ddjh ddcrite; sa teneur en azote 
amin6 n’a que peu varid: NH,-N = 9,6 % de N total. Si, par contre, 

l) S. Posternak, C. r. 186,1762 (1928); Lewene et Hill ,  J. Biol. Chem. 101, 711 (1933). 
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on traite la phospho-peptone par le pancreas en presence de phos- 
phatase des reins de pore (6  P. E. par em3), la d6phosphorylation per- 
met l’attaque du peptide; aprks defalcation des chiffres des tdmoins, 
on obtient les rdsultats suivants : 

P min. (en yo de 
P du substrat) 

Augmentation de N amin6 
(en % de N du substrat) 1 I! Temps en heures 

Une phospho-peptone libre (preparation 8. Posferriak) a B t B  obtenue ti partir de 
son sel de baryum par traitement au moyen de la quantite strictement nkcessaire dacide 
sulfurique suivi d’evaporation dans le vide, 8. temp6rature ordinaire. du filtrat du sulfate 
de baryum. Le produit avait la composition suivante: 

C 39,78%; H 6,05%; N 10,84%; P 6,700/,; K / P  = 3 3 8  
[E]: = - 58,8O; aprks neutralisation 8 I’ammoniaque [a]: = - 83,5”. 

Phospho-peptone II. 
Pre‘paration iC partir de la caskine. La digestion de la caseine a 

BtP; effectude d’aprits les prescriptions de G. #Schmidt1); toutefois, la 
methode d’isolement indiquee par cet auteur nous ayant fourni un 
produit impur d’une teneur en azote amin6 trop faible, nous ;Lvons 
employe un autre procdde de purification : 

On prepare une solution de 32 gr. de carbonate de sodium anhydre e t  de 30 gr. d’hy- 
drogenocarbonate de sodium dam 4,5 litres d’eau. Aprh avoir chauffe 8 40°, on suspend 
dans cette solution 500 gr. de caseine technique, puis on ajoute 5 gr. de pancreatinum 
absolutnm Merek (contenant 0,034% P) e t  45 cm3 de tolukne. On laisse ti l’etuve 8. 38O et 
agite de temps en temps. Tous les deux jours, on introduit 5 gr. de pancreatine. Au bout 
de quatre semaines, le liqnide est acidule 8. l’acide acetique et  filtre. Le filtrat est addi- 
tionnb d‘acetate neutre de plomb jusqu’8 defaut de precipitation. Le sel plombiqne est 
essor6,lave 8. fond A I’eau et  transforme en sel sodique par le carbonate de sodium 2-n. de 
la manikre dej8 dkcrite (voir preparation de la phospho-peptone I). N/P (dans la solution 
du sel sodique) = 3,63. 

Pour purifier le produit on a recours 8. une mCthode de prCcipitation fractionnee 
par l’alcool. Par addition d’environ 2 volumes d‘alcool ti 96% B la solution du sel sodique, 
ce dernier se depose sous forme d’une huile Bpaisse. Aprks decantation du liquide sur- 
nageant, cette huile est redissoute dam I’eau e t  precipitee ti nouveau par I’alcool e t  cette 
suite d’operations, dont le tableau suivant indique la marche, est rPpetke plusieurs fois: 

La solution de depart (350 om3) contenait 1125 mgr. P; KIP = 3,63; elle provenait 
de 300 gr. de caskine. 

On voit que le rapport at. N/P  finit aprPs avoir atteint 2,6 par ne plus varier sen- 
siblement . 

Le dernier sel sodique obtenu (N/P = 2,63) est transform6 en scl de barpum par 
addition d’acktate de barpum 8. 20% (15 cm3) 8 sa solution et  prbcipitation par 2 volumes 
d’alcool (3,s gr.). On purifie le produit par dissolution dans l’eau et  reprecipitation par 
l’alcool. 

N 7,36%; P 6,03%; Ba 28,06%; NH,-N (en yo de N total) 12,140/; N / P  = 2.69. 
Tronve (substance anhydre) : 

l) Z. physiol. Ch. 223, 86 (1934). 
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V O  de 1’0~8- 
ration 

Vol. de la so- 
lution du sel 

sodique 
en em3 

350 
350 
100 
100 
80 
80 

~~~~~ 

Vol. de l’al- 
cool intro- 
3uit en em3 

750 
750 
200 
200 
85 

160 

Huile ddpos6e 
~ . 

Quantite de 
P contenu 
en mgr. 

746 

408 

279 
206 

- 

- 

Rapport 
at. NIP 

3,11 

2,74 

2,66 
2,63 

_ _ ~ _ _  

- 

- 

P*re’paration iC partir d’une phospho-peptone. Le produit de depart 
Btait un sel calcique de phospho-peptone (N/P  = 4.20). 

10 gr. sont debamasses des ions de calcium par la quantit6 strictement necessaire 
d’acide oxalique. La solution (vol. 120 om3) est additionnee ensuite de 280 om3 d‘hydro- 
gdnocarbonate de sodium Q 5,6%, de 2 gr. de pancreatinum absolutum Merck e t  enfin 
de 20 cm3 de toluhne. On laisse A l‘etuve Q 350 ct  ajoute tous les deux jours 2 gr. de pan- 
creatine. Le produit de degradation a BtC isolk d‘aprks la mdthode indiquke par Schmidt. 
Au bout de 4 semaines de digestion, le liquide est acidifik Q l’acide acetique, filtre e t  prC- 
cipite par l’acdtate de plomb. Le precipite plombique, lave soigneusement Q l’eau, est de- 
composd par l’hydroghne sulfure; le filtrat du sulfure de plomb, d6barrassPi de l’exchs 
d’hydroghne sulfur6 par un courant d‘air, est precipite Q nouveau par l’acetate de plomb. 
Cette suite d’operations est r6petke quatre fois. Finalement, le filtrat du sulfure de plomb, 
aprhs passage d’un courant d’air, est neutralis6 Q la baryte (phcnolphtal6ine) e t  prC- 
cipit6 par 1/4 de vol. d’alcool. On purifie le sel de baryum par dissolution dans l’eau et  
precipitation par I’alcool (2,5 gr.). 

Trouve dans la substance anhydre: 
N 6,04%; P 5,66%; Ba 3 5 ~ 5 % ;  NH,--PU’ (en % de N total) 14,37%; N/P = 2,37. 

La phospho-peptone libre a 6tk pr6parCe en traitant une solution du produit prBc4- 
dent par la quantite d’acide sulfurique strictement necessaire pour precipiter les ions de 
baryum. Le filtrat du sulfate de baryum est BvaporB 8. sec Q temp4rature ordinaire dans 
l’exsiccateur Q vide; il reste un vernis qui aprhs dessiccation prolongee devient friable. 

4,471 mgr. subst. ont donne 5,645 mgr. CO, e t  2,160 mar. H,O 
72,8 mpr. subst. ont consommd (Kjeldahl) 5 , l O  em3 H,80, 0,l-n. 
18,2 mgr. subst. ont donnP 0,2252 gr. SPMoBal) 

C30H,20,,PI‘,P, Calcule C 35,33 H 5,14 N 9,62 1’ 9,11% 
Trouvd ,, 34,43 ,, 5,41 ,, 9,80 ., 9,14% 

c = 1,952%; t = 21O; 1 : 1 dm; c( =-0,77O; [a]:= -39,4O. 

Les phospho-peptones I et T I  ont les proprietes suivantes : 
reaction rouge-violet du biuret ; sont nBgatives les reactions de Jl i l lon,  
de Hopkins-Cole, xanthoproteique et de Molisch. Sels tle metaux lourds 
insolubles, sels alcalins et alcalino-terreux solubles. Formation d’acide 
pyruvique et d’ammoniaque par une ebullition d’une minute en 
presence de NaOH-n. ”). 

Polarimetrie : 

l) SP,MoBa = Sulfo-phospho-molybdate de baryum; voir S .  Posternnk, B1. [4] 27, 

,) 8. et  Th. Posterizak, C. r. 187, 313 (1928). 
507 et 564 (1920). 

76 
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Produits d’hydrolyse des phospho-peptones. 

Dosage de la shinel). - Une partie de phospho-peptone (sous forme d’acide libre) 
est hydrolysee par une Bbullition 8. reflux de 30 heures en presence de 30 parties d’acide 
chlorhydrique 8. 187,. Dans des parties aliquotes dc l’hydrolysat, on dose I’azote total 
e t  l’ammoniaque (ce dernier dosage par distillation en prCsence d’un exci.s de magnksie). 
D’autre part, 1 cm3 de I’hydrolysat est dilue B 10 em3; 0,5 cm3 de cette solution + 1,5 cm3 
d‘eau f 0,15 em3 HCI 2-n. sont chauffBs au bain-marie; on introduit goutte 8. goutte 
1 cm3 NaNO, 8. 2,5Y0. On Cvapore A see, ajoute deux gouttes d’acide chlorhydrique con- 
centre e t  Bvapore de nouveau & see. On introduit 2 om3 d’une solution fraichement pre- 
paree A 0,l% de naphtorksorcine dans l’acide sulfuriquc concentre e t  chauffe 1 heure au 
bain-marie bouillant. On diluc enfin A 25 em3 par l’acidc sulfuriquc concentre. La colo- 
ration bleue obtenue est comparee au colorimPtre Diiboscp A celle d’une solution standard 
obtenue de la manikre suivante: 

0,3 om3 d’une solution de 100 mgr. de serine pure dam 100 cn13 d’eau + 2 em3 
H,O + 0,15 em3 HCl 4-n. f 1 em3 XaNO, B 2,504. On chauffe nu bain-marie e t  traite 
par la naphtorksorcine sulfurique ainsi qu’il a Btk indiquP ci-dessus. 

Dosage des acides oxy-amiiahs. - Un hydrolysat de phospho-peptone est prepare 
comme ci-dessus. On 1’6vapore plusieurs fois B see dans le vide, chaque fois aprhs addi- 
tion d’eau, de manihre 8. kliminer la majeure partie de l’acide chlorhydrique et  on r a m h e  
ensuite environ au volume primitif. AprPs neutralisation par NaHCO, 1-m., on ajoute 
2 vol. de KIO, + KOH 0,25-m. et  on laisse 10 min. B temperature ordinaire. 

Une partie de la solution est, acidulee par H,SO, au pspier Congo; on entraine ensuite 
B la vapeur d’eau dans le vide. Le distillat trait6 par la dinikdone depose des cristaux 
de combinaison dinkdonique de I’aldChyde formique qui fondent ti 1890 de m@me quc lcur 
melange avec un Cchantillon authentique. 

L’ammoniaque contonue dans une autre partie de la solution (de teneur en azote 
total connue) est determinee aprPs entrainement en presence de magnbsie. 

enO/bde n’omb. I en%de 1 Nomb. 
Ntotal demol. 1 Ntotal ‘ demol. ~ 

~-~ -~ -~ _ _ _ _ _ ~ ~ -  ~ ~ . _ _ _ _ _ _ _ _ ~ ~  ~~ ~ 

11 11,7 31,5 433 4,8 42,l 

Phospho-peptone 

- ~~ 

1 I (N/P = 3,65) 
I1 (N/P J 2,69) 
I1 (N/P  = 2,37) 

Dans des essais sphciaux nous avons constat6 que si I’on traite 30 hcures A, I’ebulli- 
tion B reflux une partie de I(+)-isoleucine ou une partie d’acide Z(-$)-gluta~mique par 
15 parties HCl 8. 20%, il ne se forme guPre d’ammoniaque (reaction de Xessler). Traitkc 
dans les m&mes conditions, la I-sBrine fournit de I’ammoniaque mais pas trace d’acide 
glyc8riquez): uno quantitk de liqueur acide correspondant & 5,O mgr. de serine n’a pas 
donne de coloration bleue avec la naptho-resorcine, alors que la reaction d’Eegriwe- 
Rapoport permet de deceler encore 10 y d’acide glyckrique. 

Isolemelzt des produits d’hydrolyse. 
Xotre mode optkatoire fut le suivant,: 
La phospho-peptone est traitbe 30 h. t i  1’6bullition B reflux par 20 parties d’acide 

chlorhydrique A 18%. On Bpuise ensuite 8. l’ether, dans un appareil B extraction continue, 
pour retirer l’acide pyruvique. AprPs Bvaporation de la solution btheree, on isole l‘acide 
cettonique suivant le procBdB habituel, commc 2,4-dinitro-phBnylhydrazone qu’on purifie 
par dissolution dans le carbonate de sodium, precipitation par l‘acide chlorhydrique et, 

l )  Rapoport, Bioch. Z. 289, 422 (1937). 
,) Contrairement aux indications de Damodaran c.t Ramachandran, loc. cit.. 

_ _  
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recristallisation dans l‘ether acetique. P. de f. 212O; le mPlanqe avec un khantillon authen- 
tique fond L la m6me temperature. La quantite d’acide pyruvique ainsi isoke ne repre- 
sente en raison de la destruction subie au cows dc l’hydrolyse que 30% environ de la 
quantite correspondant Q l’ammoniaque formee par alteration de la serinel). 

Aprits l’extraction L I’bther, I’hydrolysat est concentre dans It. vide jusqu’L consis- 
tanee sirupeuse. Suivant le procede habituel, on en isole l’acide glutarnique sous forme de 
chlorhydrate en saturant de gaz chlorhydrique et  en laissant cristalliser B la glacihre. 
Les eaux-m8res du chlorhydrate d‘acide glutamique sont concentrees e t  saturees L nouveau 
de gaz chlorhydrique ce qui provoque parfois une nouvelle cristallication. L‘acide gluta- 
mique libere de son chlorhydrate par un equivalent de soude caustique est recristallise 
dans l’eau; un Bchantillon obtenu ainsi Q partir d’une phospho-peptone I1 (N/P = 2,69) 
fondait Q 208O; son melange avec un echantillon d’acide I (  +)-glutamique pur Hoifmann- 
La Rdze (p. de f. 210O) fondait L 209O. 

0,1202 gr. subst. ont consomme (Kjeldahl) 8,12 em3 H,SO, 0,l-n. 
C,H,O,N Calcule N 9,52 Trouve N 9,46%, 

c = 0,1502%; t 7 20O; 1 = 1 dm; a = +0,42O; [a]: r + 28,OO. 
Examen optique de la substance dissoute dans un equivalent HC1: 

On trouve dans la littcirature les donnees suivantes pour la rctation specifique du 
chlorhydrate de l’aride I( +)-glutamique : 

€3. Fise lw [a]:- i 30,8502); Wood [a];= + 27,91°3); Menozziet Apprnni [a]:= + 27,50°4) 
Les eaux-rn8res du chlorhydrate de l’acide glutamique sont debamassees de la 

majeure partie de leur acide chlorhydrique par evaporation L see dans !e vide. On reprend 
par l’eau el; precipite I’acide phosphorique par addition de baryte jusqu’Q reaction alcaline. 
Le precipite est essor6 e t  lave B I’eau chaude. On 6vapore le liquide dans le vide de mani8re 
Q chassrr l’ammoniaque. p i s  on precipite Ba“ par la quantite strictement necessaire 
d’acide sulfurique. Le liquide est debarrasse des ions CI’ par agitation en presence d’oxyde 
d’argent puis des ions As’ par I’hydrogitne sulfur& Aprbs evaporation dans le vide, on 
obtient un residu cristallise qui represento essentiellement un melange de sCrine et  d’iso- 
leucine (lorsqu’on est parti d’une phospho-peptone I, il contient emwe de l’acide aspar- 
tique) dont la separation s’effectue comme d’habitude par l’interm6diaire des sels de 
cuivre. Le melange dissous dans 100 parties d’eau est done trait6 30 min. & l’l?bullition 
par un exc8s d’hydroxyde de cuivre(I1) fraichement precipite e t  soigneusement lave. 
On essore Q chaud l’excits d’hydroxyde de cuivre qu’on lave Q l’eau bouillante. Les fil- 
trats reunis sont concentres dans le vide Q un petit volume : on introduit quelques cristaux 
d’aspartate de cuivre(I1) e t  abandonne une nuit Q la glaciitre pour faire cristalliser l’aspar- 
tate de cuivre eventuellement present. Si l’on est parti d’une phospho-peptone 11, on ne 
peut d6celer d’acide aspartique. La solution esz Bvaporee alors L see dans le vide. Pour 
isoler l’iso-leucine, on met L profit la propriete de son sel de cuivre(I1) de se dissoudre 
dans l’alcool methylique (1:55 k 17O). On extrait done le residu par de petites quantites 
successives d’alcool methylique jusqu’8 ce que les extraits ne soient plus color& que trbs 
faiblement en bleu. Les solutions methyliques reunies sont BvaporPcs B see dans le vide; 
on reprend le residu par l’eau et  debarrasse la solution de Cu” par un courant d’hydro- 
gitne sulfuri. Le filtrat du sulfure de cuivre(I1) est evapore k sec c t  lo residu d’iso-leu- 
cine est recristallise dans I’alcool t i  60% d’oh il se &pare en paillettes nacrees caracteris- 
tiques. P. de f. 279O; le melange avec un Bchantillon authentique de I(+)-iso-leucine fon- 
dant Q 280” avait un p. de f. de 279O. 
4,560; 4,800 mgr. subst. ont donne 0,4508; 0,4704 em3 N, (716 mm: 19O; 718 mm; 20,5O) 

C,H,,O,N Calcule N 10,69 Trouve 10,89; 10,77% 
_____ 

1) S. et Th. Posternak, C. r. 185, 615 (1927). 
2, B. 32, 2470 (1899). 
3, Sor. 105, 1991 (1914). 
4, Atti accad. Lincei [4] 7, I, 34. 
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Les sels de cuivre rest6s insolubles dans l’alcool methylique sont dissous dans l’eau 
et  decomposes par l’hydroghe sulfure; le filtrat du sulfure de cuivre est evapore a see 
dans le vide; le residu consiste essentiellement en serine que, lors de certaines operations 
on a pu obtenir It 1’8tat pur par recristallisations repetees dans l’alcool aqueux. I1 est 
toutefois preferable d’isoler cette shrine sous forme de son d6rive ~-naphtalkne-sulfonyle. 
La substance brute est done traittie par le chlorure de /l-naphtalkne-sulfonyle e t  la soude, 
dans les conditions indiquees par E. Fischer e t  Bergelll). Apr$s acidification par l’acide 
chlorhydrique. le produit precipite est essor6 et  lave. On le reprcnd par un peu d‘alcool 
froid pour dissoudre quelques resines ; l’insoluble est recristallisC par dissolution dans la 
quantite minimum d’alcool chaud suivie d’addition d’eau jusqu’h trouble persistant. 
Lors d’une operation B partir d’une phospho-peptone I1 (N/P = 2.69) 300 mgr. de serine 
brute ont fourni ainsi 128 mgr. de derive naphtalkne-sulfonyle recristallisi: fondant a 
226O; dans un essai parallAle, 300 mgr. de l(-)-serine pure trait& dans les nGmes condi- 
tions nous ont donne 147 mgr. du mbme derive fondant i 228O. P. dc f .  du melange 227O. 

3,975; 3,700 mgr. subst. ont donne 7,730; 7,220 mgr. CO, et 1,590: 1,490 mpr. H,O 
86,22 mgr. subst. ont consomme (Kjeldahl) 2,98 em3 H,SO, 0,l-n. 

C13H130,NS Calcule C 52,88 H 4,44 N 4,740/, 
Trouve ,, 53,04; 53,22 ,, 4,481 4 3 3  ., 4,83% 

c == 0,958% (dans NaOH-n.); t = 17O; 2 ~= 1 dni; c( = - 0,59O; [‘XI: =- - 61,6O. 
Examine dans 1es mhmcs conditions, le produit obtenii It partir de la I (  - )-  serine 

pure a donne [XI: = -62,6O. 

Le derive naphtal&ne-/l-sulfonyk de la shrine optiquement active ne senible pas 
encore avoir 6tB deerit. Pischer et  Bergell indiquent un point de fusion de 208O pour le 
derive de la d,Z-s6rine. Comme nous venons de l’indiquer, le d6rive de la l(-)-s&rine 
prepare a partir d‘un acide oxy-amin6 pur fond 228O; le point de fusion de 209O indique 
par Lewene e t  Hil l2 )  Btait sans doute celui d’un produit incomplbtemcnt purifik. 

Lors d’une experience effectuee It partir d’une phospho-peptone I1 (S/P := 2,69; 
octapeptide), l’hydrolysat coritenait 146 mgr. N dont 11,6:& sous forme d’arnmoniaque. 
On a obtenu 0,51 gr. de chlorhydrate d‘acide glutamiquc soit 2,2 mol. Le melange brut 
de serine e t  d‘iso-leucine pesait 0,47 gr. ; l’iso-leucine en representait environ un quart. 

Phospho-peptones dbamine’es. P rbence  d’acide girycdrrique pccwni l e w s  
proauits a’hyaroiyse. 

Prdparation des phospho-peptones ddsamindes: 1 gr. de sel de baryum de la phospho- 
peptone est dissous dans 10 em3 d’eau. On ajoute 7 om3 d’une solution de 3 parties de nitrite 
de sodium dans 10 parties d‘eau, puis on introduit lentement a t  en agitant, en refroidissant 
par l’eau glacbe, 2 cm3 d‘acide acetique glacial. B p r h  un sCjour dc 5 minutes i temperature 
ordinaire, on precipite la phospho-peptone desaminee par deus volumes d’akool. Le 
produit, est purifie par dissolution dans l’eau et  reprecipitation par l’alcool. 

~ ~~ 
~ .~ 

Phospho-peptone I (sel de Ba) . . . 4,16 1 ti 
Produit de d&saminat!ion . . , . . . 4,81 1 6 
Phospho-peptone I1 (sel de 13s) . . 5 , G G  ! 6 
Produit de desamination . . . . . . 5,93 j 5,15 - 

Dosage d’acide glycdrique duns l’hydrolysat:  100 mgr. environ de prodiiit desamine 
sont traites 30 heures 33 1’6bullition It reflux avec 4 em3 d’acide chlorhydrique i 18%. 
Dans 0,2 em3 de l’hydrolysat on dose l’acide glycerique d’aprbs E e g r i v p -  R c ~ p o p o r f ~ ) .  

l) R. 35, 3779 (1902). 
3, Bioch. Z. 289,406 (1937); voir Th. Posternak et  H .  Pollacrpk, Helv. 24, 926 (1941). 

2 ,  loc. cit. 
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Phospho-peptone I 31,9 38,6 51,7 - 58,l 
Phospho-peptone I1 50,8 67,4 ~ 81,9 - ! 84,l 
Acide dipeptide- I 

I phosphorique . . 78,8 85,9 - 

Phospho-peptone I . . . . . . . .  
Phospho-peptone I1 . . . . . . . .  
Acide dipeptide-phosphorique . . . .  
-4cide sbrine-phosphorique . . . . .  

59,O - 
86.8 I 97,7 

96,2 
95,4 

9,3 
7,7 

Acide serine- 
phosphorique . . - 

l) E. et  A. .illbers, Z. physiol. Ch. 237, 193 (1935). 
2 ,  Pour doser le phosphore mineral en presence de phosphore organique, nous avons 

toujours procede eomme suit: le phosphore mineral preeipite par la mixture magne- 
sienne a et6 filtr6, puis redissous dans l’acide sulfurique dilu6; il a B t B  dose finalement 
comme sulfo-phospho-molybdate de baryum. Cf. B1. [4] 27, 507 et  564 (1920). 

94,8 ~ - - 100 

92,5 I 94,l I -  1 - 1 - 1 -  - 
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Action du periodate aprds ddphosphorylafiorh encymcitique. 
On prepare une solution de sel sodique de phospho-pcptone I de pH 8,5 (X/P - 3.65; 

1 em3 contient 0,58 mgr. P). 
a )  1 em3 de cette solution est additionne do 1 cniS de KIO, + KOH 0,25-m.: au 

bout de 10 min. on additionne de reactif de 17essler: il ne se produit aucune coloration. 
b) La solution de phospho-peptone est traitbe au thermostat B 35O pal la phospha- 

taae des reins (40 P.E. par em3). DBs le debut de la dephorphorylation (au bout de 15 min.) 
lr liquide traite comme ci-dessns par le periodate doririr arec  le reartif dc, X e c J u  une 
coloration et  un prkcipite gris-brun dus A la presence simultantk d’ammoniaque et d’alde. 
hvde formique. Cette r6wtion augmente d‘intensite a w e  la dcphosphorylation. Le dosage 
de I’ammoniaque form& presentant des difficult& CII presence de phospho-peptone, 
nous nous contentons pour le moment de ces indications qualitatives. 

La solution de phospho-peptone laissee au thermostat en l’absence de phospha- 
tase donne une reaction negative. 

DCgradations par l’amino-peptidase de l’intestin de pore. 

La solution d’amino-peptidase d’intestin de pore a PtB pr6pari.e d’apr&s les indi- 

Activitk: 2,5 em3 de l-leucyl-glycyl-glyrine 0.1-ni. - 7.5 em3 d’cnz:,me pH 7,O; 
cations d’ilbderhalden et, Greifl). 

scission aprirs 45 min. A 36O: 35%. 

Actions compare’es de l’amino-peptidase e?e pdssence et etz l’ubsenoe de 
phosphatase des reins: 

SjP 
reins 

1) 7,5 em3 d’une solution de phospho-peptone sodiqne (1 em3 contierit 3,91 nigr. P: 
22,5 em3 de solution d’amino-peptidase - 25 mgr. de phosphatase des 

(312 P.E.) + 1 r1n3 de tolu&ne. 
2) Comrne en 1)  en remplayant la solution de phospho-peptone par i .5  em3 d’eau. 
3) Comme en 1) niais sans phosphatase. 
4) 7 3  cmJ H,O + 22,5 em3 de solution d‘amirio-peptidasc + 1 e m i  de toluhe.  

= 3,6) 

pH 7 , s ;  ce pH se maintient suffisamment constant pour qu’il soit inutile d’intro- 
duire un melange-tampon. Mis B 1’Btuvr A 36O. Les chiffres de  l’essai 2) ont cte soustraits 
de ceux de l’essai 1 ) ;  C ~ U X  de l’essni 3) de ceux de l’eqsai 4). 

I 
~- ~~ 

~~~~~ -~ -- ~- - -~ 

avec phosphatase 67 1 931 46,l 
des reins 11 5 13,4 49 1 - 1 -- --*L-- 

1 

I 
11,3 

des reins ~-71 I 115 2 3  2,7 13,6 0,77 
sans phosphatase 

I I 

On voit qu’en presence de phosphata,se des reins, la forte d4- 
phosphorylation produite permet une augmentation considerable de 
l’azote amink. 

l) Fermentforschung 15, 311 (1937). 
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Temps en 
heures 

_ ~ _ _ _ _ ~ ~  

Ac t ions  simultane’es et successives de la phosphatase des reins et de 
l’amino-peptidase. 

Phospho-peptone I :  
A) I) 15 em3 de solution de sel sodique de phospho-peptone I (N/P = 3,6; 1 cm3 

contient 3,91 mgr. 1’) + 45 cm3 de solution d’amino-peptidase + 40 mgr. de phospha- 
tase des reins de porc (500 P.E.) + 2 cm3 de toluhe.  

2)  Comme en 1) en remplaqant les 15 cm3 de solution de subdrat  par 15 cm3 d’eau. 
pH = 7,8. Laisst5 & l’etuve B 36O. Les chiffres de l’essai 2) ont 6te soustraits de 

ceux de l’essai 1).  

PM = P mineral 
(en yo de P total) 

~~ ~~~~ 

48 20,6 
90 1 41,5 

215 1 64,4 

A NH,-X = au;- 
mentation de N 

amink 
(en ”/o de N totid) 
~~~~ ~ 

~ ~~ 

6 6  
7,s 

13,9 
15.9 

4,5 
l1,6 
30,9 

A PI’H,--PU’ 
1% 

(en at.) 

0,85 
0,82 
1,04 
I ,03 
0,79 
1,01 
1,75 

~~ ~ 

~ ~~~ 

~~ 

B) Une solution de phospho-peptone sodique (N/P = 3,6; 1 cm3 contient 3,91 mgr.P) 
est additionnee de phosphatase des reins (16 P.E. par cm3). pH = 5,O. Mis & l’etuve b 36c. 
A diverses reprises des parties aliquotes du liquide sont prelevees, acidukes par quelques 
gouttes d‘acide acetique et  chauffees 10 minutes au bain-marie boiiillant pour detruire la 
phosphatase. Apr& dosage du P mineral dans les parties aliquotes ainsi traitees, on ajoute 
2 volumes de solution d‘amino-peptidase, laisse B l’etuve durant h 8  heures et determine 

le rapport . A ce moment l’augmentation de l’azote amin6 fort rapide au debut 

s’est considerablement ralentie; elle ne s’arrhte d’ailleurs jamais compl8tement; en effet 
sous l’action de la phosphatase intestinale contenue dans la solution de peptidase, il se 
produit une mintkalisation lente du phosphore qui permet A la peptidase de poursuivre 
I’attaque. Ryant laisse au total encore 120 heures B. l’etuve, no113 a v o n ~  determine les 
nouveaux rapports form&. 

Le tableau suivant indique les rapports atomiques pa- observCs en fonction 
du phosphore mineral. 

d NHZ-N 
PM 

d XH -K 
PM 

de P total 
~~~~ 

~ ~~ ~~~ _ _  ~ ~~ ~ 

28,s I 1,02 
33.2 1 0,89 
34,5 I 1,06 
39,6 1 1,12 
69,8 1 1,27 
72,3 j 2,07 

l) La phosphatase employee etait affaiblie. 
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d SHZ-K On constate une forte croissance du rapport’ une fois 
que le PM a atteint pr&s de 60% du P total. 
Phospho-peptone  II. 

I) 10 om3 de solution de sel sodiqiie de phospho-pcptone I1 (N P = 2,37; 1 em3 
contient S,64 mgr. P) + 30 em3 de solution d’amino-peptidase + 15 mpr. dc phospha- 
tase des reins (210 P.E.) -t 1 em3 de toludne. 

2) Comme en 1) en remplayant les 10 om3 de solution de substrat par 10 cm3 d’eau. 
pH = 8,O. Laisse 1’6tuve Q 36O. Les chiffres de l’essai 2) ont etP soustraits de ceux 

de I’essai 1). 

Temps en 
heures 

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ _ _ _ _ _ _  

I 
18 
48 
90 

138 

A NH,-N = aug- 
mentation de N 

amink 
(en ”/b de S total) 

l6,2 
37,5 
53,6 
70,O 

~~ ~- ~~~~ ~ 

PM = P mineral 
(en yh de P total) , 

( en at.) 

I.so7ement des prodiii ts  form& p a r  1’anLino-peptidase F I I  pw%evce de phospliatase: 
1) 60 em3 d’une solution Q 5% de phospho-peptonc sodique I (K/P  =- 3,65; 

NH,-N = 9,2% de N total) + 30 cm3 de solution d’amino-pcptidase + 60 mpr. de phos- 
phatase (900 P.E.). pH = 8,O. Laissi! 140 heures B 37O en presence de tolubne; Ie P mineral 
reprksente alors 41,3% de P total e t  l’augmentation de l’azotr amin6 est de 12,1% de N 
total. Notre phospho-peptone de depart contenant trois acides phosphoriques et  11 acides 
amines, on peut dire que sous I’accion des ferments, il s’est produit une perte de 1,24 at. P 
e t  de 1,33 mol. d’amino-acide. 

Pour isoler le produit phosphoryl6 dBgrade, on procede conime suit: le liquide filtrk 
est ramene par l’acide actktique B pH 7, puis additionne de 15 em3 d’acktate de plomb 
Q 20%. Le precipite form6 est essore e t  lave; on le ddcompose Q froid par le carbonate 
de sodium Q 10%. La solution de sel de sodium est filtrke, acidifiee Q I’acide acetique et  
additionnee de 10 om3 d‘acetate de baryum Q 20%. On prCcipitc le sel de baryum par 
2 volumes d’alcool, on I’essore e t  on le lave Q l’alcool e t  B l’bther. Lr produit see est repris 
par I’eau. On Blimine par cencrifugation line partie insoluble ; la solution leg6rernent) 
trouble est acidifiee par quelques gouttes d’acide acetique glacial, ce qui provoque la for- 
mation d’un kger precipite. Lc liquide eat filtrB et  additioune de 3 volumes d’alcool. 
Le precipitk forme est essore, lave A l’alcool e t  B l’dther (I gr.). I1 contient A 1’8tat anhydre : 
7,34;< X; 3,29% P; 32,70y0 Ba; XH,--Pu’ 

TJne petite partie (100 mgr.) du produit rst desaminee dans les eonditions decrites 
plus haut. Aprhs hydrolyse acidc, le produit donne la reaction de l’acide glyc6rique (d6celC 
d’aprks Eegriwe- Ilapoport 47q4 de la quantite attendue). 

2) Le produit prec6tlent de rapport N/P = 4,95 est debarrassk des ions de baryum; 
on le soumet A une nouvek action simultan6e de la phoxphatase e t  de la peptidase dans 
des conditions identiques aux precbdentes. Au bout de 70 heurcs dc sbjour Q X 0  le P 
min6ral atteignait 39,9y0 du P total e t  l’augmentation de l’azote amink reprisentait 
8,30% de I’azote total. Rapportee Q la phospho-peptonc de ddpart qui contenait 3 anides 
phosphoriques e t  11 acides aminks, la perte totale subie au cows des deux dPgraclations 
successives est. do 64,7% du phosphore, soit S,94 at. P ,  et de 19,3iy0 de l’azot’e, soit 2,13 
amino-acides. Le produit degrade a ete isole du digestat de la m h e  nianiere que pr&- 
demment. Bpres desamination et  hydrolyse, il n’a pas donne de reaction cl’acide glycerique. 

8,61 y i  de S total; N,’P = 4.95. 
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3)  200 cm3 de solution L 5 O / ,  de phospho-peptone sodique (N/P = 3,65) + 100 om3 
de solution d’amino-peptidase + 60 mgr. (840 P.E.) de phosphatase des reins. pH = 7,8.  
Laisse 16 jours L l’btuve en presence de to luhe  (au bout de 5 jours on avait ajoute encore 
30 mgr. de phosphatase). Le phosphore mineral represente alors 60.4% du P total 
(1,83 at. P) e t  l’augmentation de N amin6 attsint 26,2% de N total (perte de 2,89 mol. 
d‘acides aminks). Le produit degrade a et6 isole sous forme de sel de baryum. Ce sel 
(3,25 gr.) a Bt6 debarrasse des ions de baryum par l’acide sulfuriqur. Sa solution (30 om3) 
a &ti! ensuite additionnee de 60 em3 d’amino-peptidase. pH = 7,O. Laissb 8 jours A 37O, 
on isole alors le produit degrade; a p r h  dbsamination et  hydrolyse, il fournit une forte 
reaction d’acide glycerique d’aprhs Eegrrwe- Rzpoport .  

RBSUMG ET CONCLUSIONS. 

1) En soumettant la caskine B une digestion pancrkatique rela- 
tivement courte, on obtient des peptides phosphor& (phospho- 
peptones I) form& de 10-11 acides aminks et estkrifies par 3 aeides 
phosphoriques qui ne se laissent plus dbgrader que trbs lentement 
par les ferments du pancrhas. 11s sont degrades beaucoup plus ra- 
pidement par les ferments pancrkatiques ap rh  dtiphosphorylation 
enzyma tique. 

2)  Par une digestion pancrhtique beaucoup plus longue, on 
obtient des peptides plus dkgradks (phospho-peptones 11). La subs- 
tance la plus degradbe que nous ayons prBpar6e avait la composition 
d’un heptapeptide esterifid par 3 acides phosphoriques. Contraire- 
ment aux indications de Bchmidt, il ne se forme pas d’acide dipeptide- 
phosphorique. 

3 )  A l’hydrolyse la phospho-peptone I1 fournit les acides amines 
suivants : skrine, acide glutamique, iso-leucine. La phospho-peptone I 
contient en outre de l’acide aspartique. Les 3 acides phosphoriques 
sont fixhs B des restes de shrine. 

4) Les phospho-peptones dksaminkes par l’acide nitreux four- 
nissent, aprks hydrolyse, de l’aeide glyckrique ; aprbs d8phosphory- 
lation enzymatique, les phospho-peptones sont a ttaqukes par le 
periodate avec formation d’ald6hyde formique et d’ammoniaque. 
Ces faits indiquent la presence B l’extrkmit6 de la chaine portant le 
groupe amino libre d’un reste d’acide sdrine-phospliorique. 

5 )  Sous l’action de la phosphatase des reins, la phospho-pep- 
tone I1 est dkphosphorylke complktement alors que, clans les mbmes 
conditions, la phospho-peptone I ne perd que 2 restes phospho- 
ryles sur 3. 

6)  Les phospho-peptones intactes rksistent B l’action de l’amino- 
peptidase ; elks se laissent dkgrader par contre aprBs dephospho- 
rylation enzymatique. 

7)  Pour expliqiier la marche des dhgradationa enzymatiques, 
nous nous representons de la manikre suivante la position des restes 
phosphoryles : 



- i210 - 

Dans la phospho-peptone I, deux restes conskcutifs tie phospho- 
serine sont places a l'extrdmite de la chaine portant le groupe amino 
libre; le troisihme reste phosphoryle est fix& a la pertie centrale de la 
chaine. Dans la phospho-peptone 11, par suite du raceourcissement 
de la chaine, cette txoisikme phospho-serine sc trouve situPe dam le 
voisinage de l'autre extremitd de la chaine peptidique. 

8 )  La formation des phospho-peptones est' due essehtiellement 
au blocage de l'action des ferments pancrdatiques par les restes 
phosphoryles. 

GenBve, Laboratoire de Chimie inorganique 
et organique de I'Universit6. 

138. Uber isostere und strukturahnliehe Verbindungen XIII. 
Zur Kenntnis des Furyl-isopropylamins und anderer Amine 

der Furanreihe 
von H. Erlenmeyer und Marion Simon. 

(15. IX. 41.) 

Die Derivate der ,,aromatischen" Ringe Thiophen und Puran 
zeigen deutliche Ahnlichkeiten in den versehiedensten fiigenschaften 
mit den entsprechenden Derivaten des Benzols. Die Vermmidtschaft, 
die beim Paar Benzol-Thiophen besonders ausgepriigt ixt, hat zu 
zahlreichen experimentellen Untersuehungen gefuhrt. Wcniger aus- 
gesprochen und unter diesem Gesichtspunkt seltener untersucht sind 
die Beziehungen der Chemie des Furans zu tier Benzolchentie. Aber 
auch einige Derivate dieser beiden arom (.hen 1Zinge zeigen cber- 
einstimmungen, die sich z. B. in einem iihnlichen Verhaltcn in bio- 
logischen Versucheri Bussern. 

Gegenuber den Thiophenderivaten h i r i d  die Te~~hindungen des 
Furans leichter zuglnglich, so dass es uns intrressant erschien, ver- 
gleichende Untersuchungen mit solchen Furanverbintlungcn vorzu- 
nehmen, zu denen m-irksame Isostere in der Benzolreihe hekannt sind. 
Fur solche Vergleiche besonders geeignet erschienen uns isostere Ver- 
bindungen aus der Reihe der Aryl-alkyl-amine. Ton den bereits vor- 
handenen zahlreichen Untersuchungen aixf diesem Gebiet l) seien 
einige in diesem Zusammenhang erwahnt. So fand B a ~ g w ~ ) ,  dass 
Thienyl-athylamin in seinen Eigenschaften unti Wirkungen besonders 
auch im biologischen Versuch mit Phenyl-Bthylamin qimntitatir 

Siehe M .  G'ziggenheim, ,,Die biogeneii Amine", 1940. 
2 ,  SOC. 1938, 2100. 


