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establish a list of the aminoacids with respect to which the Peni-
cillium considered has constitutive or adaptive enzymes. ‘I'hese
results, together with others published previously, indicate -that
the appearance and reappearance of the aminoacids in the products
of the proteolysis of milk may be due to the metabolic processes
of the mould, producing new aminoacids as intermediarles, or
else due to utilisation of the acids by the mould, the reappearances
being due to further breaking down of the casein molecule.
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Deuxiéme partie (3)
ETUDE DES PRODUITS DE LA REACTION ET DU SUBSTRAT

RESULTATS
1. Proportion  du «Caséino-glycopeptide ».

Aprés l'action de la présure sur la caséine, dans les conditions
ou la réaction primaire se produit seule (1), le caséino-glycopeptide
constitue en moyenne 95 p. 100 des substances azotées non pro-

(1) Extrait de la Thése soutenue par lI'un de nous (O. Alais) devant la Faculté
des Sciences, Paris, 1962.

(2) Adresse actuelle: Institut de Biochimie, Faculté des Sciences, Orsay (S..et-O .),

(3) Premiere partie: «Le probleme de la réaction spécifique et de son substrat»;
cette revue, septembre-octobre  1963.
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téiques (NPN), solubles dans l'acide trichloracétique a 12 p. 100
de concentration finale.

Le tableau 1 montre qu'il se forme environ cinq fois plus de
NPN a partir de la caséine x qu'a partir de la caséine entiére de
vache dont elle provient.

TABLEAU 1
PROPORTION  DE «NPN ..

NPN p. 100de N

31 ek
de la caséine (*) Teneur en azote (***)

Caséine
de vache L augmentation .
avant l'action aprés I'action caséine oaséino-
de la présure 4o |5 présure ** glycopeptide
Caséine entiére ., . 0,20 1,55 14,9 11,3
Caséine X ......... 0,75 8,00 13,5 10,1

(*) Solution a 1,3 p. 100 de caséine; déprotéinisation par un égal volume d'acide
trichloracétique a 24 p. 100.

(**) 0,03 unité de présure cristallisée (0,4 fLg)par ml, 60 minutes a 25°C.

(***) P. 100du poids sec; dosage par micro-Kjeldahl.

La teneur en azote du caséino-glycopeptide est sensiblement
inférieure a celle de la caséine dont il provient; de ce fait, la propor-
tion du caséino-glycopeptide (en substance séche) est plus élevée
que celle du NPN ; 100 g de caséine x produisent de 10 a 12 g de
caséino- glycopeptide.

Le fait que la caséine x subit une dégradation beaucoup plus
importante que les caséines plus complexes dont elle est issue, est
en faveur de la conception du substrat spécifique de I'enzyme,
dans la réaction primaire.

Si I'on admet que les substances azotées non protéiques (a 12
p. 100 de TCA) proviennent entierement de la caséine X, les pro-
portions indiquées dans le tableau 1 permettent de calculer que
la caséine entiére doit contenir 19 p. 100 de caséine Xx.

2. Composition en acides aminés des caséino-glycopeptides.

Les résultats des analyses, selon la méthode de MOORE et coll. [2],
sont rassemblés dans le tableau II. lls sont exprimés en p. 100 de
la partie peptidiqgue et en rapports moléculaires, en prenant pour
unité Gly et Leu, dans le cas du caséino-glycopeptide de vache,
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et His dans le cas de ceux de brebis et de chévre. Il a été tenu
compte de la destruction subie par certains acides aminés au cours
de I'hydrolyse.

TABLEAU 11

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES CASEINO-GLYCOPEPTIDES [3]

p. 100 de la partie peptidique ; r, rapport moléculaire
Vache Brebis Cheévre

Caséine entiere,

Acide aminé o et x Caséine entiere Caséine entiére

p. 100 r p. 100 r p. 100 r

ASP oo 815 = 4 | 120 8 , 15 7
Thr e, 61 ; 9 | 1,5 8-9 = 1475 10
Ser 98 | 6 106 8 82 6
GlU wevrrrnnnnnn. . 198 9 18,0 10 : 1755 9
Pro v [ 11,15 7 10,7 7 10,6 7
12 1 0 0 0 0

Ald ciiiiieean.. 65 ! 5 . 120 10 1,5 10
Az I 8,35 5 7.2 5 8,1 5
Heu oo, 97 ! 5 8,7 5-6 8,7 5
LeU oo 2.1 1 0,8 0,5 0 0
Lys . 64 3 4,95 3 605 . 3
His . 0 0 1,3 1 2,05 1

Les résultats concernant le caséino-glycopeptide de vache
représentent la moyenne de 6 analyses distinctes portant sur trois
préparations provenant l'une de la caséine entiere, la seconde de
la caséine exet la troisieme de la caséine x. La comparaison des
résultats individuels nous a fait conclure a l'identité de la partie
peptidique, étant donné que ces résultats sont trés proches. La
caséine x est la plus pure des trois caséines étudiées; tout se passe
donc comme si elle constituait la source unique du caséino-glyco-
peptide.

Les caséino-glycopeptides de brebis et de chévre ressemblent
beaucoup a celui de vache.

On peut faire les constatations suivantes

a) Une partie seulement des 18 acides aminés de la caséine
se retrouve dans le caséino-glycopeptide correspondant. On en
trouve 10, dans les caséino-glycopeptides de brebis et de chevre
et 1l dans celui de vache.



DE LA PRESURE SUR LA CASEINE 141

b) Tous les caséino-glycopeptides ont en commun 9 acides
aminés: Asp, Thr, Ser, Glu, Pro, Ala, Val, lleu, Lys.

Celui de vache contient en plus: Leu et Gly; ceux de brebis
et de chévre contiennent His.

c) Deux groupes d'acides aminés sont absents dans les caséino-
glycopeptides, alors qu'ils sont bien représentés dans les caséines

- Les acides aminés aromatiques : Phe, Tyr, Try (ce qui
explique I'absence de pic vers 280 mfLdans le-spectre d'absorption
en UV);

- Les acides aminés soufrés : Met, Cys.

De plus, l'arginine est absente.

d) Les hydroxyaminoacides (Ser, Thr) forment une part
importante  de la partie peptidique des caséino-glycopeptides;
plus du 1/4 dans ceux de vache et de chevre, plus du 1/5 dans
celui de brebis. Une proportion aussi élevée de groupes OH lyophiles
peut expliquer, en partie, la grande solubilit¢é du caséino-glyco-
peptide.

e) Les acides aminés basiques sont relativement peu abondants;
ily a 3 groupes basiques (Lys) pour environ 6 groupes acides (Asp,
Glu) libres. Le caséino-glycopeptide, comme la caséine x, a un carac-
tere acide (il contient en outre un résidu dacide phosphorique et
plusieurs résidus d'acide sialique comme nous le verrons plus loin).

\ f) Alors que la caséine x contient Illeu et Leu en proportions
égales, le caséino-glycopeptide  correspondant contient ces deux
acides aminés dans le rapport 5/1 ; la leucine est d'ailleurs absente
dans le caséino-glycopeptide de chevre.

La présure détache donc de la caséine un peptide dont la compo-
sition en acides aminés est trés différente de celle de la caséine
originelle.

3. Composition de la partie non peptidique des caséi no-
glycopeptides.

Le tableau IIl montre que la teneur en phosphore des caséino-
glycopeptides provenant des caséines de vache est voisine de
.0,4 p. 100, soit deux fois moins que dans la caséine entiére et deux
fois plus que dans la caséine x. Les caséino-glycopeptides de brebis
et de chevre sont nettement plus riches en phosphore que les
précédents.

Tous les caséino-glycopeptides sont beaucoup plus riches en
glucides que la caséine dont ils proviennent. Cette caractéristique
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importante de leur composition chimique apporte une autre
ex plication a leur trés grande solubilité. Les caséino-glycopept.ides
de vache contiennent plus de glucides que ceux de brebis et de
chévre. Le caséino-glycopeptide x\contient prés de 30 p. 100 de
glu cides totaux; la proportion de l'acide sialique est particulie-
re ment grande. On sait que cet acide est relativement fort (pK voi-
sin de 2) ; il contribue a la charge négative du caséino-glycopeptide.

TABLEAU 111

COMPOSITION DE LA PARTIE NON PEPTIDIQUE [4]
DES CASEINO-GLYCOPEPTIDES

En g p. 100 g de substance seche et (...) en p. 100 des glucides totaux

Caséino- Hexosa- Acide aiali- Glucides Phosphore
glycopeptide mine (*) Hexose (%) que (**) totaux, (****)
de caséine de vache
entiere  ....... 5,7 (28) 6,9 (34) 7,8 (38) 20,4 0,42
X .. 4,1 (30) 4,7 (35) 4,7 (35) 13,5 0,47
X.. 7,9 (28) 6,7 (24) 13,5(48) 28,1 0,37
de caséine de brebis
entiere  uuaee.- 2,4 (44) 2,1 (38) 1,0 (18) 55 0,65
de caséine de chevre
entiere  ....... 3,2 (33) 3,6 (38) 2,8 (29) 9,6 0,72
(*) En acétyl-hexosamine; méthode de Rondie et Morgan, [5].
(**) En acide N-acétylneuraminique, méthode de Warren, [6].

(***) Meéthode de Schultze et OSU., [7].
(****) Méthode de Bamann et OSU; [8].

Qontrairement a ce que nous avons constaté a propos de la
.partie peptidique, des différences dans la composition glucidique
apparaissent  entre les caséino-glycopeptides que nous avons
analysés.

En ce qui concerne les caséino-glycopeptides de vache, il est
possible que la technique expérimentale ait une influence. Nos
préparations ont été faites selon la méme méthode; mais le temps
de contact avec l'acide trichloracétique (qui dépend du volume
mis en ceuvre et de la vitesse de filtration) et la rapidité de I'éli-
mination de celui-ci peuvent varier. Les glucides ne sont pas tres
solidement liés entre eux comme l'ont montré des expériences de
chromatographie sur colonnes d'échangeurs d'ions.

En ce qui concerne les caséino-glycopeptides provenant des
caséines de brebis et de chevre, les teneurs en glucides, trés diffé-



DE LA PRESURE SUR LA CASEINE 143

rentes des précédentes, doivent plutdt étre interprétées comme
une caractéristique de l'espéce animale -envisagée.

C'est dans le caséino-glycopeptide x que l'on trouve la propor-
tion la plus élevée des composants glucidiques de la caséine dont
il provient: de 68 a 77 p. 100. Dans les autres caséino-glycopeptides
de vache, cette proportion est bien inférieure a la précédente ;
il en va de méme dans les caséino-glycopeptides provenant des
caséines entiéres de brebis et de chevre.

Apres l'action de la présure il reste donc dans la paracaséine x
et éventuellement dans d'autres produits de la réaction tout au
plus un quart des glucides de la caséine x. Cette estimation est
probablement trop large, car la séparation du caséino-glycopeptide
n'est pas complete.

Par la chromatographie sur papier, apres hydrolyse (HCIN,
100°, 3 h), nous avons décelé le galactose dans tous les caséino-
glycopeptides analysés; il ne semble pas que d'autres sucres
neutres soient présents. Par cette méme méthode nous avons
constaté la présence d'une osamine, mais sa position est imprécise.
Apres la réaction de la ninhydrine, selon storryn et seancoz  [9],
nous avons repéré le lyxose comme produit d'hydrolyse, ce qui
prouve la présence de galactosamine dans le caséino-glycopeptide.
La chromatographie sur colonne d'Amberlite C G 120 a permis
de confirmer la présence de galactosamine et l'absence de gluco-
samine [4]. La galactosamine se trouve sous la forme acétylée.

L'acide N-acétylneuraminique seul a été mis en évidence, par
la méthode chromatographique de sveNNERHOLM [10] dans les
caséino-glycopeptides de caséine de vache. Par contre, dans les
caséino-glycopeptides de caséines de brebis et de chevre, un
deuxieme acide sialique apparait, a c6té du précédent, il s'agit
de l'acide N-glycolylneuraminique. Dans celui de chévre, les deux
composants paraissent étre présents en proportions égales; dans
celui de brebis, l'acide N-glycolyl domine largement. Il existe
donc une différence spécifique en ce qui concerne- les acides
sialiques.

Il est possible que les caséino-glycopeptides contiennent la
forme O-N-acétylée de l'acide neuraminique; elle est labile et
se transforme facilement en forme N acétylée.

Bilan analytique. - La somme des résultats analytiques concer-
nant les parties peptidiques et non peptidiques, est inférieure a
100 pour tous les caséino-glycopeptides analysés; dans celui qui
provient de la caséine x il reste une partie indosée de 9 p. 100.
Nous reviendrons plus loin sur cette question.
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4. Composition en acides aminés de la caséine x de vache.

La caséine x a été préparée par la méthode de McKenzie et
Wake [11] Le tableau IV donne la composition en g pour 100 g de
caséine séche et en nombre de résidus pour un poids moléculaire
de 26000 (dapres la détermination approchée de McKENZIE et
WARE [12]). Ces valeurs sont la moyenne de 3 analyses faites sur
3 préparations différentes.

La caséine x contient tous les acides aminés de la caséine o et
de la caséine entiére; mais il y a des différences notables entre x et IX ;
elles concernent surtout Ala, Cys et Thr (plus abondants dans x)
et Gly, Met, His, Try et Lys (plus abondants dans Ix).

La cystine présente dans la caséine x est facilement oxydée du-
rant l'analyse (sans l'action de l'acide performique) ; une partie est
titrée sous forme d'acide cystéique ; ceci pourrait étre une indica-
tion sur la présence éventuelle de cystéine a c6té de cystine. Une
détermination des acides aminés aprés oxydation performique a
donné les mémes résultats que la détermination directe.

TABLEAU v
COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DE LA CASEINE x [I3]

Acides aminés résidus (1) gflOOg protéine

Asp. 17 7,30
Thr 17 6,64
Ser 18 6,09
Glu 36 17,35
Pro 23 8,78
Gly 5 1,31
Ala 18 5,41
Cys 1 1,40
Val 13 5,10
Met 2 1,00
Heu 14 6,14
Leu 14 6,08
Tyr 13 7,40
Phé 8 4,07
Lys 12 5,76
His 3 1,67
Arg . 7 4,00
Try - . l1a 2 1,05
NHge  eeceeecenneees eeseee 17

Résidus, g p. 100 de protéine: 80,62
(1) Calculés pour PN\l = 26000.
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Dans la caséine x, comme dans la caséine entiére et la caséine oc,
ily a un net exces des groupes carboxyliques libres; a ceux-ci s'a-
joutent les groupes acide phosphorique et l'acide sialique, pour

donner a la caséine x un caractére acide marqué.

Observation. - Nous n'avons pas encore obtenu, sous une forme
électrophorétiguement  pure, les caséines x de brebis et de chévre.
A partir de la caséine entiére de brebis, en utilisant la méthode
de fractionnement de mckenzie et wake' [IlI] nous avons obtenu
une fraction x qui posséde les propriétés caractéristiques de la
caséine x de vache; elle flocule apreés addition cieprésure cristallisée
(en l'absence de- calcium) et elle donne une proportion élevée de
NPN (13 p. 100 dans les conditions ou la caséine x de vache donne
9 p. 100). La purification de ces fractions sera poursuivie et leur
composition en acid\es aminés sera déterminée.

5. Composition de la partie non peptidique des caséines.

Nous avons analysé plusieurs lots de caséine x, obtenus par
la méme méthode [IlI]. Nous avons dautre part analysé les caséines
entiéres isoélectriques de vache, de brebis et de chévre, ainsi que
des fractions issues de la caséine de vache, pour lesquelles les données
sont rares ou inexistantes dans la littérature. Les caséines ocet ~
ont été préparées par fractionnement al'urée, selon HiIPP et coll. [14].

Le tableau 5 résume les résultats que nous avons obtenus (mé-
thodes analytiques référenciées dans le tableau III)

Toutes les caséines contiennent une partie non peptidique
représentant de 3 a 7 p. 100 de la substance seche .et renfermant
du phosphore et des glucides: sucre neutre, sucre aminé et acide
sialique.

On remarque que la caséine x contient environ 4 fois moins de
phosphore que la caséine entiere. Les caséines de brebis et de
chévre ont a peu prés la méme teneur en phosphore que la caséine
de vache. .

Ily a de légeres différences, dans la composition glucidique, entre
les 3 caséines entieres analysées. La caséine de vache contient
environ 3 a 4 fois plus de glucides que celle de brebis et de chévre.

La caséine x de vache est beaucoup plus' riche en glucides que
les autres constituants. La préparation de caséine entiere privée
de x n'en contient que 0,3 p. 100 ; il est d'ailleurs possible qu'elle
renferme encore un peu de caséine x ; il en est de méme pour la
caséine ~ obtenue par la méthode a l'urée [14].
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TABLEAU V

COMPOSITION DE LA P;.ARTIE NON PEPTIDIQUE DES CASEINES

(p. 100 de la substance seche)

Total non
. Sucre . Acide sia- Glucides Phos- peptidi-
Caséine neutre Osarnine ligue (2) totaux phore que (3)
Oaséine entiére:
de vache (1) ... 0,38 0,35 0,36 1,10 0,83 3,27
de brebis (1) ... 0,33 0,24 0,09 0,66 0,86 2,91
de chévre (1) .. 0,39 0,31 0,13 0,82 0,77 2,83
Fractions de la ca-
séine de vache -
caséine CGurausn 0,40 0,36 0,38 1,14 0,94 3,60
caséine [3 ...... 0,06 0,11 0,09 0,26 0,58 1,78
Caséine entiere pri-
vée de la fraction X 0,13 0,10 0,07 0,30 0,96 2,81
Oaséine X
n0o1() ....... 1,40 1,22 2,40 5,02 0,22 5,60
noO 2... 1,59 1,52 2,13 5,24 0,214 5,80
nv 3..... 1,31 1,73 2,09 5,13 0,217 5,70
no 4 ........... 1,29 1,38 2,31 4,98 0,20 5,50

(1) Référence, [4].
(2) En acide N-acétylneuraminique (PM 309).
(3) Glucides totaux *+ POaRg'

Bilan analytique de la caséine x.

La caséine x contient' en moyenne 5,7 p. 100 de glucides et
d'acide phosphorique. Les résidus d'acides aminés représentent
80,6 p. 100 de.Ta substance seche. Tly a donc .une partie qui a
échappé a l'analyse: 13,7 p. 100.

6. Composition de la paracaséine x de vache.

La paracaséine X, précipitée au cours de l'action de la présure
sur la caséine X, représente de 70 a 75 p. 100 en poids de celle-Ci.
Les résultats de la détermination des acides aminés montrent que
tous ceux qui sont absents du caséino-glycopeptide, sauf Oys, se
trouvent dans un rapport trés voisin dans la paracaséine et dans
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la caséine . : Met, Tyr, Phe, His, Arg. Nous avons pris ces rapports
comme base de calcul des rapports moléculaires présentés dans
le tableau VI. On remarque que la proportion des acides aminés
de la paracaséine et celle du caséino-glycopeptide (tableau I1) sont
approximativement complémentaires. Avec la plupart. des acides
aminés, on vérifie la relation: caséino-glycopeptide +paracaséine X

caséine x. Le rapport lleu/Leu dans la paracaséine est voisin
de celui de la caséine.

TABLEAU Vi

COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DE LA PARACASEINE " [15]

p. 100 de la partie peptidique; r, rapports moléculaires

p. 100 r p. 100 r
Cys, SOaH - - 1;26 - Met vos ternanen ’ 0,91 2
2] o . 6,94 13 eu ...... wunss . 5,76 10
Thr « L eeee o ien o, 3,15 7 Leu . .. 6,88 12
Ser. .. .. .. 5,09 13 Tyr ... «e...... 10,550 13
Glu ..... 17,75 28 Phe v .iviuinn. o 4,97 6
Pro .uciecenans Ll 8,67 17 LYS wvcvncnnnnnnn 9,80 12
(] 1,16 4 His . L ..oees oo 2,76
N - . 5,43 14 Arg  caeer san aes 4,76
((S372) I . 1,07 4) Try iieeneenanns 2
Val  covevinnnnns -4,95 10

\ Les résultats du dosage des glucides sont présentés dans le
tableau VII. On remarque que la teneur en glucides dépend du trai-
tement subi par le précipité de paracaséine. La substance n? 1
du tableau VII a été seulement lavée a l'eau; Ila substance n? 2 a
été de plus lavée a l'alcool et a I'éther. La substance nO 3 a été

TABLEAU Vi
COMPOSITION DE LA PARACASEINE X

(p. cent de la substance séche)

.. Galacto- Acide
Paraeaséine  (*) N P samine Galactose sialique
NO 1 .......... - - 1,13 1,16 1,27
N°2  eeenianas - - 1,05 0,79 0,80
N°3 veevennans 13,2 0,19 0,81 0,80 0,55

(*) Voir texte.
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lavée a l'eau, dissoute dans l'acide acétique normal, reprécipitée
en élevant le pH a 7,0 et relavée a l'eau; on a ainsi obtenu 63,4
p. 100 de substance seche par rapport au poids de casé€ine mise en
ceuvre. Cette derniére substance contient moins de glucides que
les précédentes; la purification a été plus poussée, mais elle n'est
peut-étre pas achevée. L'adsorption de substances solubles sur
le précipité, que nous avons déja mentionnée, parait malaisée a
rompre. Le bilan des glucides n'est donc pas aussi significatif que
celui des acides aminés.

7. Détermination des acides aminés terminaux.

a) Acides aminés N-terminaux.

'1) Aucun acide aminé N-terminalm'a PIf étre mis en évidence,
dans les conditions habituelles, par la méthode de SANGER16], ni
par celle 'EDMANI[17] dans la paracaséine X, ni dans la caséine x.
Il est probable que le groupement aminé terminal est. impliqué
dans une liaison ,dont nous ne connaissons pas la nature.

2) De méme que dans la caséine x et la paracaséine x, aucun
acide aminé N-terminal n'a pu étre caractérisé dans les caséino-
glycopeptides analysés (on n'a détecté que: E-DNP-Lysine), dans
les conditions habituelles.

b) Acides aminés G-terminaux.

1) Apres action de la carboxypeptidase, dans les conditions
décrites par JOLLES-THAUREAU coll. [18], on a identifié dans
la caséine x et la paracaséine x les acides aminés dont les proportions
sont indiquées dans le tableau VIII.

TABLEAU VUI

ACIDES AMINES C-TERMINAUX [X3] ()
(moles pour 105 g)

Caséino-

Acides aminés Paracaséine . Acides aminés Caséine" glycopeptide
Leu . 5,1 (1,0) val 1 31 (1,0 12 (1,0)
Phe . 4,3 (0,85) Thr ~ 1,9 (0,6) 10 (0,8)
Thr, lleu ) 2,0 (0,40) Ala . 1,5 (0,5) 5 (0,4)
Val, Tyr . 1,4 (0,30) Ser ;1 (0,3) 4 (0,3)

(1) Aprés 3 heures d'action de la carboxypeptidase.
Les nombres entre parentheses représentent les rapports moléculaires.
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A partir de la caséine x, la valine et la thréonine sont produites
avec un fort rendement; la valine terminale a probablement été
entierement détachée en 3 heures; ce qui n'est peut-étre pas le cas
de la thréonine, qui est un moins bon substrat pour I'enzyme. Ces
deux acides aminés peuvent é&tre chacun en position terminale a
I'extrémité de deux chaines; mais ils peuvent aussi faire partie
de la méme séquence, avec les deux autres acides aminés produits
avec un moins bon rendement. Un résidu terminal de valine cor-
respond a un poids moléculaire de 32 000.

Apres l'action de la présure, deux autres acides aminés C-ter-
minaux apparaissent dans la paracaséine x : leucine et phénylala-
nine. lls sont probablement impliqués dans les liaisons que coupe
la présure. Le poids moléculaire pour un résidu terminal de leucine
est environ de 20000.

2) Les mémes acides ammes C-terminaux que ceux trouvés
dans la caséine x, ont été caractérisés aprés l'action de la carboxy-
peptidase, dans les trois caséino-glycopeptides ayant la caséine de
vache pour origine: caséine entiére, caséine X, caséine ®, Le caséino-
glycopeptide de caséine x a donné les proportions indiquées dans
le tableau VIII, apres 3 heures d'action de l'enzyme. Un résidu
terminal de valine correspond a un poids moléculaire de 8300.

Les caséino-glycopeptides de brebis et de chevre présentent
une nouvelle différence avec ceux de vache; aprés action de la
carboxypeptidase nous avons caractérisé: Glu et Val. Glu n'existe
pas dans la ségquence C-terminale des caséino-glycopeptides de
vache.

Le fait que les mémes acides aminés C-terminaux aient été
trouvés dans le caséino-glycopeptide et dans la caséine x et le fait
que la paracaséine x ait une terminaison différente, permettent de
penser que le caséino-glycopeptide se trouve placé dans la partie
C-terminale de la caséine x.

L'identité de la partie C-terminale des caséino-glycopeptides
provenant des différentes caséines de vache, venant aprés les autres
propriétés communes mentionnées précédemment, montre qu'ils
ont la méme origine, la caséine x.

8. Eléments de structure du caséino-glycopeptide de vache.

a) Mode de liaison du phosphore et de l'acide sialique.

1) Nous avons vu que le caséino-glycopeptide de caséine X
contient 0,37 p. 100 de phosphore. Pour un poids moléculaire
présumé de 8 000, on calcule qu'il y a 1 molécule de phosphore
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par molécule de peptide. Ce phosphore est lié a I'un des résidus
de sérine. En effet, lI'application de la méthode de WILLIAMSet
SANGER[19] (électrophorese apres hydrolyse acide ménagée) nous
a permis de caractériser la phosphosérine.

2) La cc-neuraminidase, enzyme extrait de Vibrio cholerae
(« receptor destroying enzyme »] libere l'acide sialique lorsqu'il
, Se- trouve en position terminale [20]. Nous avons fait agir cet
enzyme sur les différents caséino-glycopeptides et nous avons
constaté que la plus grande partie de l'acide sialique (de 60 a 99
p. 100) est libérée dans un temps relativement court. L'acide
sialique se trouve donc en position terminale.

b) Enchainement des acides aminés.

L'é¢tude de l'e~chainement des acides ammes n'en est encore
gu'a son début. Nous avons fait agir la trypsine Worthington
recristallisée (1 h, 37°, pH 7,8), sur le oaséino-glycopepiide’ de
caséine x de vache. Deux peptides, contenant chacun un résidu

de Lys, ont été caractérisés. Il reste a déterminer le peptide conbe-
nant le troisieme résidu de Lys et la séquence Cvterminale, dépour-
vue de Lys. Il est probable que les caséino-glycopepbides issus de

différentes caséines de vache ont tous la méme structure.

Les peptides connus ont la composition suivante

1) (Asp2' Glu). Lys.
2) (Ala, Prop, lleu). Lys.

9. Poids et rapports moléculaires.

Le tableau IX résume les résultats analytiqgues exprimés en
poids et en rapports moléculaires. Le poids moléculaire minimum est

déduit de la composition en acides aminés (tableaux II, IV et VI).
Le nombre de résidus de glucides par molécule ne peut étre
fixé avec certitude. Il est possible qu'une partie de ceux-ci ait

échappé a l'analyse et se retrouve dans l'indosé. En ce qui concerne
la paracaséine nous avons vu qu'il subsiste un doute sur la partie
glucidique.

Au point de vue des rapports moléculaires, nous avons déja
fait précédemment quelques commentaires. Les groupes acides
sont en exces par rapport aux groupes basiques; surtout dans
le caséino-glycopeptide, qui doit étre plus chargé que la caséine x.
Le rapport isoleucine-leucine  est caractéristique.
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TABLEAU IX

POIDS ET RAPPORTS MOLECULAIRES

Caséine-
glycopeptide Caséine x Paracaséine  x
Poids:
partie peptidique ... 5600 25600 20500
molécule  (minimum) .. 7800 31800
Nombre de résidus/molécule:
acides aminés ......... 54 224 181
acide phosphorique  ..... 1 2 1
galactose ... 3 3
galactosamine (acétyl) .. 3 2 a3
acide sialique  .......... 3 ou 4 2 3
Groupes/I0S g :
acides totaux (1) ........ 238 186
basiques (2) ..iiiiiinaan 38 69 120
N~  ciiieiiiinnnnanns 88 54
hydroxyles  (3) . - 188 110 92
Rapport:
proline/acidea aminés ... 1/8 1/10 1/11
glucides/acides aminés .. 1/5,7 1/30
Isoleucine/leucine ... 5/1 1/1 0,8/1

(1) H,PO, x 2 + Glu + Arg + ac. sialique (non corrigé pour les groupes amides);
@) Lys + Arg + His.
3) Thr + Ser.

Dans le caséino-glycopeptide la proline est relativement abon-
dante parmi les acides aminés. Il y a, dautre part, un résidu de
glucide pour 6 d'acides aminés. Il pourrait y avoir 3 groupes pros-
thétiques convenant chacun;

- galactose, galactosamine, acide sialique.

Peut-étre y a-t-il une molécule supplémentaire d'acide sialique ~

La caséine x contient apparemment un peu moins de résidus
de glucides, par molécule; que le caséino-glycopeptide; mais il
est probable que la partie indosée, assez importante dans la
caséine x (13,7 p. 100) renferme des sucres.
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TABLEAU X
SCHEMA DE STRUCTURE DE LA CASEINE )( DE V~CHE [15]

(CYS-)4' Met2 (1) \ (Glu, ASP2) . Lys

~Phe5' Tyrl2, TrY2 1 (Ala, Pro2, lleu) . Lys ].

Hiss, Arg, ~ Gly, Alag, Ser, (POaH2) . (Ser, Ala,
G1lY4' Ala13, Ser12, Thr,, (val, Tyr, Thr, Ser, Thrs' Pros' Val, Leu, \ Thr)-+

Pro1s, Valyg, Leun, lleus, \' lleu) -+ Leu -+ Phe m_(_l llcu.; ASP2' Glus, Lys ) Val.OH

ASPla' Glu2s, LYS12 .
(galactose, galactosamine)

(POaH?2) acide sialigue terminal

aracaséine X 6inQa j

P caséinasglycqmaptide  x
caséine Xx

(1) La totalité des acides aminés soufrés, aromatiques et basiques (sauf Lys) de la caséine . se trou-
vent dans la paracaséine x.

Le tableau X résume les précédentes données dans un schéma
provisoire de la structure de la caséine x (1962). L'existence possible
d'une liaison ester entre la paracaséine x et le caséino-glycopeptide
sera discutée plus loin.

(A suivre.)
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