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A V A N T - P R O P O S  

A l a  conférence internationale de l a  recherche lainière, qui 

s 'est tenue en Australie au mois d8Aoflt 1955, l e  docteur E.G. C1IRTER déclarait : 

Les recherches qui ont été fai tes  jusqurà présent nous ont appris que l a  

laine est  l a  f ibre  l a  plus complexe qui  a i t  jamais existé, aussi c'est dans 

cette complexité qu ' i l  faut chercher l e  secret .de l a  suprématie de l a  laine 

comme f ibre . tex t i le ;  il est inconcevable que l'on puisse un jour synthétiser 

une fibre drune complexité équivalente II .  

La laine,  ut i l isée par 1 'Homme depuis 1 'époque néolithique, est  

donc restée l a  f ibre  unique I f ,  malgré l'apparition de nombreux autres maté- 

riaux fibreux, 

Les fibres naturelles, t e l l e s  l e  l i n  ou l e  coton, les  fibres 

a r t i f ic ie l les  à base de protéines régénérées, comme celles obtenues à par t i r  

des protéines de l'arachide, de l a  zéine du maTs e t  de l a  caséine, ou de cellu- 

lose régénérée (viscose), ou modifiée ( Rayonne ~ c é t a t e ) ,  enfin l e s  fibres syn- 

thétiques nées du progrès de l a  chimie des molécules géantes e t  qui, depuis 

quelques années, sont en t rain de conquérir une place importante dans certains 

domaines du text i le ,  toutes ces fibres peuvent posséder certaines qualités à 

un degré plus élevé que l a  laine, maix aucune ne réunit à l a  fois  toutes l e s  

qualités de cette derniére, e t  notamment l e s  plus recherchées : sa douceur, 

son élast ic i té  e t  sa chaleur. 

Pour l e s  fibres synthétiques, qu'elles soient de l a  classe des 

polyamides, des polyvinyliques, des polyacrylonitriles, des polyesters, etc. . , 
l a  laine reste, sur beaucoup de points, l e  modèle à imiter, 

L'étude da l a  structure de l a  laine présente donc un intéret  

pratique immédiat; dl une part, une meilleure compréhension de celle-ci doit 

permettre à l ' industrie lainière draméliorer cette fibre sur les  quelques 

points o l ~  ses qualités sont moins satisfaisantes : l u i  donner, notamment, une 

meilleure résistance aux traitements alcalins,  aux mites et  aux microorganismes, 

e t  une meilleure i r rétrécissabi l i té  g d'autre part,  l a  cornai ssance approfondie 



de cet te  structure doi t  inspirer  l a  chimie de synthèse dans l télaboration de 

nouvelles f ibres ,  C'est ainsi  que CHhMPmIER (1955) (1) préparait récemment 

de nouveaux superpolyamides, dont l e s  chaînes sont unies par des l iaisons di- 

sulfures comme l e  sont l e s  ahaines polypeptides de l a  kt?ratine de la laine. 

Enfin, il est: .permis de déduire des recherches récentes de certains labora- 

toires, que l h n e  des prochaines f ibres  synthdtiques qui a p p a d t r a  sur  l e  

marché, sera vraibemblablemerit obtenue par polycondensation dbaminoacides, e t  

sera donc en quelque sor te  une la ine  dynthétbque, 

Ltintérê$ scientifique des études s u r  l a  structure de l a  la ine  

n'est pas moins important : car e l l es  apportent l eur  contribution au problème 

gén6ral de l a  structure des protéines, notamment en ce qui concerne l a  ques- 

tion des l iaisons disulfures , la structure st6r0ochimique de l a  ,kératine,etc, , 

Il  es t  intéressant de rappeler, par exemple, que ce sont l e s  études 

de CONSDI34 e t  GORDON (1950) (2) sur  l e s  peptides des hydrolysats par t i e l s  de 

laine qui ont, pour la première fois ,  réfuté l a  théorie de l a  périodicité des 

acides aminés dans la  structure primaire des protéines, La découverte d'enchaî- 

nements peptidiques' : glutamylglutamique, asparbylaspartique, au moyen de l a  

chromatographie de partage sur papier (mise au point à l a  Wool Industries 

Research Association, Torridon, Headingley , Leeds ) é t a i t  en e f fe t  peu compati- 

b le  avec l'hypothèse de B E R G i U l W - N I m .  

Dans ce présent t ravai l ,  nous avons essayé dlapporter une modeste 

contribution au problème extrêmement complexe de , l a  structure chimique de l a  

kératine de laine. Nous avons notamment abord4 l 'étude des produits d'hydrolyse 

par t ie l le  acide e t  enzymatique de l a  laine,  au moyen des techniques modernes 

de chromatographie su r  papier, de fractionnement sur  résine 8 échange d !ions, 

d 'électrophorèse di f férent ie l le ,  Par a i l l eurs ,  nous avons suivi plus particu- 

lièrement, à l ' a ide  de dosage calorimétriques spécifiques, l a  distr ibution,  dans 

ces différentes fractions peptidiques, de deux &macides caractéristiques : 

l a  cystine e t  l a  tyrosine. 

BIBLIOGRhPHIE 
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I N T R O D U C T I O N  

Tous l e s  poils des Mammifères apparbiennent à l a  mhe famille de 

protéines : l e s  Kératines ; ils ont une structure générale chimique t rès  

voisine de celle des cellules épithéliales de l a  peau, de l a  corne, des 

ongles, des sabots e t  des plumes, 

La laine est l e  poil constituant l a  toison du mouton, mais il faut 

é tab l i r  une nette distinction entre l a  f ibre  u t i l i sée  par l ' industrie tex- 

t i l e  e t  l e  poil de l'animal. Le yoil es t  en effet  forné de deux parties : 

une par t ie  vivante, l a  racine Il, située dans l e s  foll icules de 1 'épiderme, 

e t  formée de cellules en voie de kératinisation, e t  une partie mode, où l e s  

cellules sont totalement kératinisées; c'est cette dernière qui possède, 

seule, l e s  caractéristiques de l a  f ibre  text i le ,  non sans avoir é té  au préa- 

lable débarrassée par lavage des se l s  minéraux ( l e  suint ) e t  de l a  grande 

quantité de cire ( l a  lanoline) qui l a  recouvrent. 

Notre étude a porté uniquement sur l a  laine f ibre  tex t i le  " g  

mais il est  impossible d'étudier sa  structure chimique, sans ten i r  coipte 

du f a i t  quc cette f ibre  est un produit d ' origine vivante. Au cours de sa 

croissance, un grand nombre de facteurs ont pu varier c t  influer plus ou 

moins s u r  sa composition chimique; des &-!ades ont montré notamment l f i n f lu -  

ence de l a  race, de l a  nourriture, de l ' é t a t  de sant6 de l'animal, de l a  

richesse du s o l  en oligoéléments, du so l e i l  e t  des intempéries, sur sa  ri- 

chesse en cystine e t  sur ses propriétés mécaniques. Par ailleurs, l a  f ibre  

possède une structure histologique t r è s  complexe et ,  s ' il  cst t rès  vraisem- 

blable que les  différents composants morphologiques sont formés de diverses 

srotéines n'ayant pas toutes l a  même composition, il est pratiquement impos- 

s ible  de l e s  étudier séparément, car on ne peut l e s  i so le r  sans modifier 

assez ~ r o f  ondénent leur nature chimique. 

Enfin, l a  structure ne peut ê t re  élucidée compïètcment que si ,l 'on 

&tudie, notamment au moyen des diagrammes de diffraction de rayons X, l 'ar- 

rangement spatial des atomes constituant l a  macromolécul~ de kératine. 



Il nous semble donc indispensable, avant d'exposer l e  résultat  de 

nos recherches personnelles,de fa i re  l e  point de nos connaisscuices actuelles 

sur l a  structure morphologique, chimique et  stéréochimique de l a  laine. Nous 

avons spécialement ins is te  sur 11exposé des travaux effectués par de nombreux 

chercheurs, durant ces dix derniéros années, sur  l a  structure chimique de l a  

laine; car une revue générale de ces travaux n'a pas, jusqu'à présent, été 

f a i t e  en langue française, 



P R E I I I E R E  P A R T I E  

E T h T  A C T U E L  D E  N O S  C O N N A I S S A N C E S  

S U R  L A  S T R U C T U R E  M O R P H O L O G I Q U E  E T , ' C H I M I Q U E  
- --- . - 

D E  L A  F I B R E  D E  L A I N E  

Une mise au point bibliographique de l a  question a été f a i t e  en 1952 

par PARISOT (1) e t  plus récemment, en 1954, par ALEXANDER (2). Nous pouvons 

résmer  ainsi leurs  études, 

Suivant leur provenance l e s  f ibres  de la ine  ont des diamètres variant 

de 18 à 40 )* , l e s  plus f ines  étant l e s  plus recherchées; quant à l eur  longueur 

e l l e  varie considérablement avec de nombreux facteurs : époque de l a  tonte, 

race de 18animal, par t ie  du corps où l e s  f ibres  sont prélevées, etc. . 
Quelles que soient l eur  origine e t  leurs dimensions, toutes l e s  f ibres  

de laines sont formées de deux couches principales de cellules : l a  cuticule e t  

l e  cortex . Certaines laines grossières possèdent en outre un c m 1  central 

appelé médulle formé de cellules vides; l'absence de médulle es t  caractéris- 

tique des laines fines, l e s  seules dont nous nous sommes occupés. 

LA CUTICULE 

La cuticule, qui représente 2 à 10 $ du poids de la f ibre ;  es t  une 

gaine protectrice qui entoure l a  f ibre  sur  toute s a  longueur, El le  est 'formée 

de cellules apla t ies  en forme d'écailles ( voi r  f ig .  1 & 2). Examinées au micros- 

cope optique, celles-ci présentent un arrangement semblable à celui des t u i l e s  

d'un t o i t .  Il semble bien que ces écail les ne forment pas autour de l a  f i b r e  

une membrcne continue, mais que ce sont des cellules dist inctes e t  séparées qui 

s e  chevauchent. BERCER e t  REES (1946) (3) ont montré à l 'a ide du microscope 



électronique que ce t te  cuticule a une structure complexe. D1aprés ces auteurs, 

une f ib re  t r a i t é e  par  l a  trypsine présente des cannelures, alors qu'une f i b r e  

intacte a une surface externe relativement l i s s e ;  i l s  en concluent que l a  cuti- 

cule es t  formée dtune couche digestible par l e s  enzymes e t  dtune couche K2 

résistante; i ls  admettent que ces deux couches sont des variétés de kératine; 

LINDBERG, l ! C H L  e t  coll .  (1949) (4) ont proposé diappeler I(1 : exo,cuticule, 

e t  &2 : endocuticule. 

L ' EPICUTICULE 

L existence de cette membrane, soupçonnée par plusieurs expérimentateurs, 

a été mise en évidence par LINDBERG, PHILIP e t  GRNtEN (1948) (5).  En dissolvant 

de l a  la ine  dans une solution de sulfure de sodium à 1 %, ils observèrent qufu- 

ne fa ible  opalescence subsistai t  dans l a  solution, même après un mois; i ls  re- 

cueil l irent  par centrifugation un léger dépôt qui, observé au microscope électro- 

nique, s e  présente sous l a  forme de t r è s  minces membranes l i s ses  d'une épaisseur 

comprise entre 50 e t  250 11, Par l a  sui te ,  i ls montrèrent que l 'on pouvait o b t e  

n i r  l e s  mêmes membranes, simplement en agitant  de l a  laine chlorée dans l'eau, 

ce qui prouve que l 'épicuticule se  trouve sur  l a  surface de l a  f ibre.  Bien que 

ne .représentant pas plus de 0 , l  % du poids de l a  f ibre,  ce t te  épicuticule semble 

retarder l a  pénétration des colorants e t  des grosses molécules à l ' i n té r ieur  de 

celle-ci ; e l l e  déterminerait également l e s  propriétés physiques de l a  surface : 

mouillabilité, propriétés dc f r ic t ion,  etc,  . Sa composition chimique a f a i t  

1 lob jet de plusieurs investigations, mais, étant donné qu ' i l  est impossible d'en 

obtenir des .échantillons qui ne soient pas contaminés par d'autres portions de 

l a  f ibre,  1 'interprétation des résul ta ts  analytiques est  d i f f i c i l e .  D taprès 

UGmW e t  GRALEN ( 1951) (6) e l l e  contient des amimacides e t  des glucides. 

Pour ULTEE, SCHOONEVELMI et  SCHURINGA (1953) (7), l tépicuticule es t  une protéine 

d i f fé rmte  des autres pro-béines de l a  la ine;  l e s  glucides que l ' on  trouve dans 

l e s  préparations de cet te  épicuticule proviendraient d'impuretés cellulosiques 

toujours p&sentos dans l e s  laines commerciales, 

La  discussion reste ouverte pour savoir si  l lépicuticule est  une mem- 

brane continue qui recouvre toute l a  f ibre ,  ou si au contraire, e l l e  ne consti- 

tue que l a  couche l a  plus externe de chaque écail le.  



Lh SUBCUTICULE . 
L t  existence de cet te  membrane es t  un des points l e s  plus controversés 

de l a  structure morphologique de l a  laine. 

En 1937, RmSMUTH (8) déduisit de ses  observations microscopiques qu'u- 

ne menbrane continue, qu ' i l  appela l a  subcuticule, devait exister  entre l e s  

écail les e t  l e s  cellules corticales de l a  f ibre .  Par l a  suite,  plusieurs auteurs 

dont LMMCLNN (1941) (9),  ELOD e t  ZAHN (1944, 1946 1950) (10) e t  notamment 

ALEXANDER e t  E:WTSSD (1950) (11) mirent au point des méthodes chimiques e t  enzy- 

matiques, pour i so l e r  cet te  subcuticule. La méthode dtALMhNDER sembl-. l a  plus 

favorabl?e, car e l l e  es t  l a  moins brutale : il oxyde toutes les l iaisons disul- 

fures des protéines de l a  fibre, avec de l 'ac ide  peracétique dilué e t  froid,  

e t  procède ensuite à une extraction avec de l~ammoniaque O , 1  Il., qui dissout 

90 $J environ des protéines oxydées. Il res te  finalement un résidu représentant 

7 à 8 $ du poids to ta l ,  qui se présente au.microscope sous fome d'un tube s t r i é  

longitudinalement, D 'après ALEXARDER, il s ,ag i ra i t  de l a  subcuticule. La résis- 

tance chimique de ce t te  membrane de nature protéique e t  son insolubi l i té  seraient 

dues à une structure de,$ - kératine riche en l iaisons hydrogène intermoléculai- 

res, a ins i  qu'à des l iaisons de covalence non hydrolysables, t e l l e s  que des 

ponts éther entre deux résidus de tyrosine. 

Plusieurs auteurs contestent l 'existence de l a  membrane d f h L W m  : 

e l l e  s e r a i t  un ar tefact  dû au traitement droxydation ( PklNOGUE, MOSS e t  ELLIOI)T) 

(1954) (12). Dernièrement, FF~!LSER e t  ROGERS (1955) (13) ont observé, avec un 

microscope à contraste de phase, l a  subcuticule ombrée à 1 Jor  e t  conclurent 

que cet te  membrane es t  formée des résidus d'un certain nombre de composants 

histologiques de l a  f ib re  : l e s  membranes des cellules corticales, l e s  membra- 

nes nucléaires, l e s  res tes  des noyaux e t  l e s  f i b r i l l e s  résistantes dérivées du 

cortex; d'après ces auteurs, l a  subcuticule n t  exis tera i t  donc pas comme compo- 

sans histologique dans une f ibre  intacte. 

LE CORTEX 

C'est l e  constituant l e  plus important de l a  f ibre,  puisquri l  représen- 

t e  plus de 90 $ de son poids; il en détemine l e s  propriétés physiques : dia- 
, 

grammes aux rayons X, é l as t i c i t é ,  résistance. 



Il  e s t  formé d'un faisceau de cellules allongées appelées cellules 

corticales ( voi r  figures 2 e t  21), soudées entre e l l es  par un ciment inter-  

ce l lu la i re  de nature protéique. Pour l es  mettre en évidencc, il faut soumettre 

l e s  f ibres  à une digestion enzymatique, qui solubil ise l e  ciment e t  une par t i e  

de l o  cuticule, e t  l ibère  l e s  cellules cort icales relgchées ( voir  deuxième 

part ie,  chapitre V . ) 
Ces cellulcs ont une section polygonale, leurs dimensions varient en- 

t r e  80 e t  l O O p  de longueur, 2 à 5 de largeur c t  1,2 à l ,6  d'épaisseur 

( PARISOT 1952) (14). On peut obseAer dans l e  centre de l a  cellule une zone 

sombre, non biréfringente, qui correcpondrait à 1 'ancien noyau : noyau que pos- 

sédait l a  cel lu le  avant de subir  l a  kératinisation. 

D'autre part ,  ces cellules ont une apparence s t r i ée ,  car e l l es  sont 

foméczr de f i b r i l l e s .  HOCK, WISAY e t  IURRIS (1941-1943) (15) ont réussi sous 

l e  microscope optique, à séparer ces f i b r i l l e s  à l t a ide  d'un inicromanipulateur: 

e l l e s  ont des largeurs inférieures au micron. A l eur  tour ces f i b r i l l e s  appa- 

raissent au microscope électronique comme formées de microfibrilles de 20 à 

40 A. de largeur. ZAHN (1940) (16), MERCER e t  REES (1946) (17) ont montré que 

ces microfibrilles sont l e s  plus pet i tes  unités structurales de l a  f ibre ,  e t  

i ls  pensent qut e l l es  sont maintenues ensemble par m ciment, pour former l e s  

f ib r i l l e s .  

, Pour GORTER e t  HOUWINCK (1948) (181, ce ciment se ra i t  un ar tefact  dû 

à l 'act ion de l'enzyme sur l e s  f ib r i l l e s .  D'api% I?ARRAI\TT, REZS e t  IlERCER 

(1947) ( lg ) ,  ces microfibrilles, qui constituent l a  par t ie  indiscutablement 

fibreuse de l a  laine, ne seraient que ltagrégation, dans l e  sens de l a  longueur, 

de protéines globulaires; l a  kératine aurai t  a ins i  une structure semblable à 

cel le  de l a  f ibr ine  ( PORTER e t  HA6fN) (1949) (20), ou de l a  F-actine (PERRY e t  

REED) (1947) (21); ce t te  idée ne peut cependant pas Qtre considérée comme bien 

Qtablie. 

C O N C L U S I O N  

La f i b r e  de laine apparaît donc comme LUI véritable t i s su  biologique 

ayant m e  s fmcture  t r è s  complexe, que l 'on peut schématiser a ins i  : 



1 )  Une zone externe comprenant : 

a )  c t c  extrbement mince ; 

b )  &a-cstic~&g, formée elle-m&e de l'exocuticule e t  de 

1 ' endo cuti cule 9 . 
2) Une zone internédiaire : l a  subcuticule, dont l 'existence 

n i  es t  cependant pas certaine ; 

9) gne zone interne , l e  cortex, comprenant : 

a )  I;e-cimgni , 
b) &es pe&lglgg formées de f i b r i l l e s ,  elles-m&es composées 

de microfibrillea. 

L'existence de cette structure morphologique complique singulièrement 

l!étude de l a  structure chimique de l a  laine. En effe t ,  aussi longtemps que 

l ion n'aura pes découvert l e  moyen de dissocier l a  f ib re  en ses différents 

constituants histologiques, par des procédés purement mécaniques, il sera im-  

possible de savoir si chaque constituant a une structure chimique qui lui es t  

propre, ou si au contraire, l a  f ibre  dans son ensemble possède une unique 

structure mol éculai r e  . 
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CHAPITRk: 11 

STRUCTURF: CHIMIQUE 

Les caractèristiaues essentiel? es des kératine?. 

Du point de vue chimique, l a  f ib re  de la ine est formée dtune ou 

de plusieurs protéines du groupe des kératines, Ce grouTe est assez complexe; 

on y distingue généralement deux types : l e s  kératinest'tendres " que l 'on 

isole ,  par exemple, de l%piderme de l a  peau humaine ou de l a  peau des lèvres 

des bestiaux, e t  l e s  kératines " dürcs !', constituants essentiels des ongles, 

des griffes, des cornes, des cabots, dss plumes, des poils, des ch~-~eux, e t  

de l a  laine. 

Les kératines sont caractSrisées essentiellement par : 

1) leur  insolubilité dans l 'eau e t  l e s  solutions salines, 

2 )  leur résistance assez marquée à l'hydrolyse par l e s  enzymes 

protéolytiques, 

3)  leur résistance assez nette,  également, à lthydrolyse psr l e s  

acides dilués e t  chauds, 

4) enfin, leur richesse en soufre, nettement plus élesréc que dans 

les  ailtres protéines. Les kératines douces ont des -ieneurs en 

soufre plus faibles que les  kératines dures, mais cpi dépassent cependant cel- 

l e s  de beaucoup d'autres protéines. Cette richesse en soufre s'échelome en 

e f fe t  de 1,9 9 pour 1 ' épideme de l a  peau humaine à 5 - 5,2 $ pour l e s  cheveux. 

Ce soufre appartient essentiellement 5 l a  cystine qui crée des ponts disulfu- 

rés  entre l e s  différentes chafnes polypeptidiques de l a  molécule; l a  méthionine, 

- autre amino-acide soufré que l t  on rencontre dans l e s  protéines, - n'existe 

qu'en fa ible  proportion dans l e s  kératines ( 0,7 à 1 9 dans l e s  kératines du- 

res,  1 à 2 $ dans l e s  kératines tendres). Il cst  intéressant de remarquer que 

dans l e  groupe des protéines globulaires, seules deux homones : 1 insuline e t  

l a  prolactine, ont des teneurs en cystine comparables à celles des ké~at ines  

( 12,5 $ de cystinc. dans 1 'insuline) . 



Outre leur  richesse en cystine, l e s  kératines contiennent encore 

un grand nombre dlamino-acides à chaînes la térales  polaires, e t  il est possible 

que l a  ténacité de l a  f ib re  de laine, par exemple, puisse ê t re  attribuée pour 

une grande part à des forces intemoléculaires entre groupements polaires aussi 

bien qu'aux l i a i  sons disulfures ( T R I S T R W ) [ ~ ~ ~ ~ )  (1). 

Les causes de l a  var iabi l i té  de l a  com~osition chimiaue de l a  laine. 

Parmi l e  groupe des kératines, l a  laine a été, de loin, l a  plus 

soigneusement étudiée e t  analysée. Il est  cependant d i f f i c i l e  de donner une ana- 

lyse chimique exacte de l a  kératine de l a  laine pour plusieurs raisons : 

1)  La. faine a une structure morphologique conrplexe ; aussi il 

e8t à peu près certain que cettû complexité histologique va de pair avec une 

hétérogénéité chimique; ainsi  l a  kératine du cortex est plus riche en soufre 

que l a  f ibre  dans son ensemble. 

2 )  Les différentes races de moutons (+) fournissent des laines 

de qualités différentes e t  l 'on classe généralement celles-ci d'après leur  f i -  

nesse. Les propriétés physiques ( élast ic i té ,  tdnacité, couleur, lustre, fr isu- 

re,  etc.) varient assez nettement avec l a  finesse; mais l a  composition chimique 

es t  également légèrement variable. 

3)  On enregistre même des variations de composition (notamment 

en soufre) l e  long d'une même fibre. Ces variations sont dues aux facteurs l e s  

plus divers : changements de saison, fluctuations dans l a  valeur nutri t ive de 

l a  nourriture pendant l a  croissance de l a  fibre, richesse du sol en oligoélé- 

ments, intempéries, etc.. 

4)  Enfin, l e s  différents auteurs qui ont étudié l a  composition 

en amino-acides de l a  laine, non seulement ont analysé des fibres d'origines 

variées mais généralement ont u t i l i s é  des techniques analytiques assez diffé- 

rentes dans leurs principes. Les résultats obtenus ne sont .donc pas forcément 

concordants entre eux, ces techniques étant par a i l l eurs  d'un maniement assez 

délicat  . 

(+) VON BERGEN e t  PUUERSBERGER (2) énumèrent 22 races différentes de moutons. 



Toutes ces raisons font q u t i l  es t  ü i f f ic i le  de considérer l a  ké- 

ra t ine  de laine comme un composé chimiquement défini;  mais il est possible que 

l e s  variations de composition constatées entre l e s  différents constituants ,dh-  

ne même fibre,  ou entre des fibres dtorigines différentes, soient de peu diim- 

portance en c.0 qui concerne l a  structure fondamentale de l a  kératine. 



h - Composition chimique de l a  kératine de laine 

Composition élémentaire de l a  kératine de laine. 

, - L tanalyse élémentaire révèle l a  présence de carbone, d'hydrogène, 

dtmygène, d'azote e t  de soufre. 

Les différents résultats quantitatifs qui ont été publiés s e  trouvent 

dans l e s  limites suivantes : 

Carbone 

Hydrogène 

Oxygkne 

Azote 

Soufre 

Même soigneusenient lavée, l a  laine contient toujours un t r è s  faible 

pourcentage de matières minérules : el les  sont dosées sous forme de cendres 

( en moyenne 0,1$)  . 
2) Composition en amino-acides de l a  f ibre  de laine. 

Les premiers résultats sur l a  composition en amino-acides de l a  lai-  

he ont é té  publiés en 1907 par BDERBNiDEN e t  VOITINOVICI  (3): ces auteurs 

u t i l i sa ien t  l e  procédé de d i s t i l l a t ion  des esters de FISCHER (1901) (4). 

Depuis cette éyoque, un grand nombre de chercheurs (+), ut i l isant  pour chaque 

acide aminé individuel une technique spécifique de dosage, ont publié des ré- 

sul ta ts  plus ou moins partiels sur cet te  composition. 

Récemment, GOLBEN, 'I~RITlfELL e% MMERCER (1955) (6) ont dosé un certain 

nombre dlamino-acides de l a  laine, par une technique quantitative dehichroma- 

tographie sur papier, Cette méthode es t  assez peu précise e t  certains de leurs  

résultats . ( voir  tableau 1 )  sont difficilement comparables avec ceux qu' ont 

obtenus d'autres auteurs; IiARD e t  Coll. (1955) (7) ont dlail leurs f a i t  remar- 

quer que l e s  valeurs qu' i ls  donnent pour l!alanine, l a  phénylalanine et  l a  

valine sont si  faibles,  qu'en peut supposer que 1 'hydrolyse é ta i t  incomplète. 

(+) SIMMONDS (1954) (5) a relevé 47 références bibliographiques se  r2.pporkant 
à l a  composition chimique de l a  laine. 



La première analyse complète a é té  donnée par SIMMONDS en 1954 . (8). 

Cet auteur a u t i l i s é  l a  méthode chromatographique sur résines à échange d'ions 

de MOORE e t  STEIN (1951) ( 9 ) ,  en m8me tanps que des méthodes spécifiques de do- 

sage pour l a  cystine, l a  méthionine, le trytophanne e t  l a  proline. En 1955, 

CORFIELD e t  ROBSON (10) ont déterminé, de l eur  c6té, l a  composition en amino- 

acides de l a  laine, e t  bien qu ' i l s  aient u t i l i s é  l a  m8me laine ( Mérinos de f i -  

nesse 64's) e t  l a  même technique, leurs résul ta ts  ne sont pas absolument super- 

posables à ceux de SIMI1OT;lDS; une première différence e s t  relat ive aux teneurs 

en azote t o t a l  e t  en soufre t o t a l  ( voir  tableau l), qui nc sont pas tout à f a i t  

l e s  mûnes pour l e s  deux échantillons; par a i l leurs ,  SIMNONDS trouve des teneurs 

en alanine, histidine, leucine, lysine, phénylalanine e t  valine d ' environ 20 % 
inférieures à cel les  qui ont ét6 trouvées par CORFIELD e t  ROBSON. 

Certains auteurs ont également mis en oeuvre des techniques de dosa- 

ges microbiologiques des acides aminés. Eh 194g9 GRAHAM, K L I T K O ~  e t  HIER (11) 

ont publié une analyse assez compléte de l a  laine;  seuls l 'alanine, l e  glyco- 

colle, la  sérine e t  l e  tryptophanne n'ont pas é té  dosés, Plus récemment, WARD, 

BINKLEY e t  SNELL (1955) (12) ont comparé l a  composition en amino-acides de lai- 

nes de différent  es f inesses. 

Les résu l ta t s  obtenw par tous ces auteurs sont résumés dans l e  ta- 

bleau 1. L'examen de ce tableau montre évidemment des variations de composition 

suivant l e s  échantillons analysés. Mais il apparaft que ces variations peuvent 

ê t re  at tr ibuéœ beaucoup plus aux techniques différentes u t i l i sées  e t  au manie- 

ment de ces techniques par des expérimentateurs différents, qu'à une composition 

nettement variable des f ibres,  suivant l eur  origine. Eh e f fe t  l e s  résultcrts de 

WARD e t  Coll. (colonnes 4, 5 e t  6 du tableau l), qui se  rapportent à t r o i s  

échantillons différents,  font apparaître dans l'ensemble des variations trop 

minimes pour que l 'on puisse affirmer qu'elles correspondent à des compositions 

différentes; l e s  concordances sont moins bonnes pour l e  glycocolle, l 'h is t id ine  

e t  l a  valine mais ceci peut ê t re  da à des di f f icul tés  analytiques, 

Enfin il faut  signaler que MIDDLEBROOK (1949) (13) a trouvé que l a  

laine contenait environ 0,18 $ d 'hydroxylysinc . 



En conclusion, on peut considérer que l e s  résul ta ts  l e s  plus vala- 

bles, sur l a  composition en mino-acides de l a  laine, sont ceux de SIMMONDS 

e t  de CORFIELD e t  ROBSON, qui ont é té  obtenus par l a  méthode de EIOORE c t  

STEIN, puisque ces ,chercheurs ont pu retrouver 99 % de l 'azote to ta l  de la  

f ibre  sous forme d'acides aminés. Les résultats obtenus par les  méthodes m i -  

c~obiologiques sont en effet  moins précis, puisque 11RD e t  Coli. ne retrou- 

vent que 81 % de l 'azote tota l ,  alors que l e s  seuls amiinb-acides qu ' i l s  

n'aient pas dosés, - tryptophanne e t  hidroxylysine,- n'existent qu'en t r è s  

pet i tes  quantités dans l a  laine. Cette imprécision cnp%che malheureusement 

de conclure de façon certaine, - corne semblcraiijnt l e  montrer l e s  résultats 

de IJARD e t  Coll. ,- quc des laines d'origines différentes ont des compositions 

chidques t r è s  voisines sinon identiques. Il est  souhaitable quo l e  problème 

de l a  composition dcs différentes laines so i t  repris à l!a.i.de de l a  technique 

de EIOORE e t  STEIN. 
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T A B L E A U  - 1  

Composition en amino-acides de ?-if f érentes laines. 

l t 
l Méthode de Méthodes m i  crobiologiques khromat og 

MOOHE e t  STEIN 1 ~ / ~ a ~ i e r  
1 7 S 4 r; 6 7 

FLUTEURS SIMMONDS CORI? ELD GRllIlhM WhRD WARD WARD GOLDEN € & Coll. & Coll. (+) &Col l .  

Qualité 
(14) (15) (16) (17) 

Mérinos Mérinos 
(17) (17 

Idaho 
(18) 

Mérinos Nouvelle Mérinos 
aus t ra l  . austral ,  Rambouil , austral ,  Zélande, austral ,  

Finesse 64's 64's 64's 70's  58's 70's 

Diamètre moyen 
( en microns,) 20,7 20, 7 209 7 199 7 249 9 199 7 

I 
Composition 
élémentaire 
Carbone en $J 
Hydrogène en % 
Azote t o t a l  - 16,62 16,35 16,2 16?80 16,78 16,91 
Soufre total-  3, 68 3970 3,68 - 3i72 / C endres Or O 1  Op40 1 Op42 0938 , i 

I I 
Amino-acide En grammes pour 100 grammes de laine anhydre 

Alanine 
Arginine 
~ s ~ a r t i q u e ( a c i d e )  6,59 6,5 7) 2 6? 22 6 ~ 2 8  6 ~ 3 1  8 9 8  
Azote amidé 1,42 1, 10 1, 10 lt, 10 I f10  
Cystine 11,30 10, B 137 7 10p 8 l l r O O  I O r  9 13, 1 

(++) (+*) (st+-f-) 

acide 
!!lut""fque 

14,98 14,s 15,6 12.5 12,8 1392 16,5 
Glycocolle 5,16 51 5 5 ~ 5 6  51 27 5r04 6% 2 
Histidine 0, 90 1.2 1.1 1 , O O  1 7  02 O, % 
Isoleucine 3r 07 3r7 495 3r 72 79 80 3979 
L e ~ ~ c i n e  7963 8% 9 8 9 1  7 ~ 7 4  79 63 7260 89 1 
Lysine 2,82 3r3 3r 3 31.11 3,15 9; 30 
Méthionine Or69 Oh56 Or6 0 ~ 5 4  0, 55 Ob54 
P hévlalanine 3t 43 4t 00 4% 0 3,42 3,40 3 ~ 2 2  197 
Proline 7928 698 8% 1 6,34 6x44 6 ~ 5 4  699 
S érine 9.04 9.7 7 ~ 2 2  75 10 7131 1092 
Thréonine 69 55 615 6.7 6,52 6,58 6,73 790 
T ryp t ophanne 2 4 0  0,94 
Tyrosine 6 ~ 3 8  59 5 5t 6 49 28 49 06 3r74 
Valine 4,96 597 597 5.82 5,78 6,12 3 3 1  

l 
Azote t o t a l  

retrouvé 
(-) 
98,89 99,39 79,2 ' 81 81 

i? 1- > 
Soufre t o t a l  

retrouvé 86,OO 81 83 1 O LIL'.' 



Suite du Tableau 1 

5iARD e t  Coll. ont analysé au to ta l  huit échantillons de laine dfo- 
rigine différente, l e s  résultats s e  rapportant aux t ro i s  qualités 
l e s  plus souvent rencontrées sont seuls consignés dans ce tableau 

Evaluée par l a  méthode de S H I N O W .  

(tt-t) Evaluée selon l a  méthode de MOORE e t  STEIN. 

(fi++) Evaluée par l a  méthode chimique de KASSEL e t  BRAND (1938) (19). 

(~T+H-) SIMMONDS a trouvé 2 spots inconrius, qu i  représentent; 1,89 $ de 
l 'azote tota l ;  il syppose que l'un d'eux corresPond à lthydroxylysine; 
pa r  ai l leurs,  il a mis en évidence des traces d'acide cystéique, 



3)  Les caractéristiaues de l a  composition en tunino-acides de l a  laine. 

La composition en amino-acides de l a  laine appelle quelques commen- 

taires.  
h ,'$ 

, La caract6ristique essentielle est  Bvidemment l a  richesse en soufre, 

mais l ' é t a t  sous lequel se trouve ce soufre pose un problème. La laine contient 

peu de méthionine, - 0,6 à 0,7 $, - ce qui représente 0,15 $ de soufre ; or, 

l a  teneur en cystine ne correspond pas au soufre restant (soufre to ta l  moins 

soufre de l a  méthionine). 

En effet ,  l a  plupart des auteurs, en additionnant l e s  quantités de 

soufre représentées par l a  cystine e t  l a  méthionine, ne retrouvent que 80 à 

85 $ du soufre to ta l  : ainsi SD4MONDS ( colonne 1 du tableau 1)  trouve que l e  

sovfre de l a  cystine e t  de l a  méthionine représentent 3,17 $ du poids de l a  

f ibre,  alors que l'analyse élémentaire donne une teneur cn soufre de 3,68 $ ; 
il y a donc O , 5 1  $ de soufre qui ne provient pas de l t r .  cystine et  de l a  méthio- 

nine. Des différences semblables ont é té  signalées par BIRRIT (1934) (.20), 

BAILEX (1937) (21), SCHOBEFlL ct RLKBACHER (1940) (22), CUTHBERTSON e t  PHILLIPS 

(1945) (23) e t  IURSTOI? (1946) (24). Une explication par t ie l le  de ces divergen- 

ces analytiques s e m i t  l a  suivante : on a montré que l a  cystine de l a  laine, 

sous liinfluence de l ' a i r  e t  de l a  lumière solaire, pouvait se  transformer pa+ 

tiellcment en acide cystéique ( HOOC-CH - C H ~ S ~ H ) ;  par ai l leurs,  sous l t i n -  
f 
m2 

flucnce des a lca l i s  e t  même de 1' eau, e l l e  pouvait donner naissance à un peu 

de lanthionine ( ~OE-CH-C~$-S-CH~-CH-COOH) ; il est  donc possible qu'une partie 
! 1 

EJH2 m 2  
du soufre de l a  laine se trouve dans celle-ci sous forme de ces mino-acides. 

SIIDIONDS a effectivement observé l a  présence d'un peu dtacide cystéique d m  

ses  amlyses, mais il estime que l a  quantité en es t  beaucoup trop faible pour 

expliquer l c  f a i t  que 15 $ environ du soufre total. ne so trouve pas sous forme 

d'amino-acides. De plus, SIl!Q1ONDS d'une part, CORFIELD e t  ROBSON dlautre part ,  

ont signalé que l a  teneur en cystine obtenue par l a  méthode chromatographique 

de PIOOm et  STEIN, é t a i t  nettement inférieure à celle donnée par l a  méthode co- 

1 orimétrique de SHINOHARA (1935) (25) habituellement u t i l i s ée  pour kvaluer l a  

cystine dans l a  laine. En ut i l isant  l a  méthode de llOORE e t  STEIN, CORFIELD e t  

ROBSON trouvent 10,3 $ de cystine dans l a  laine, l a  méthode de SHINOHARA leur 

donne une valeur de 12.3 $; en se fondant sur ce dernier chiffre, ils retrouvent 



l e s  5.38 $ de soufre obtenu par l'analyse élémentaire . Il faut cependant 

f a i r e  remarquer que l a  majorité des auteurs estiment que l a  teneur en soufre 

de l a  laine est  nettement plus élevée e t  voisine de 3.7 $. 

En conclusion, bn peut penser que ces discordances sont dues à l ' i m -  

perfection des techniques analytiques, mais il est  permis de supposer égale- 

ment qu'une pe t i te  partie du soufre de la  laine se  trouverait sous forme dfun 

dérivé soufré non identifié.  

Une deuxième caractéristique de l a  composition en &no-acides de 

l a  laine es t  l n  proportion d'&no-acides à chahes la térales  contenant des 

groupements polaires. On y trouve en effet  : 22 $ d'amino-acides dicarboxyli- 

ques (acide glutamique 15 $, acide aspartique 7 $) , 14.5 $ de dicrminés (argi- 

nine 10.5 lysine 3 $, histidine 1 $ ) ,15.5 $ d'hydroxyaminoacides (sérine 

9 $, thréonine 6.5 $) , e t  enfin 5.5 $ de tyrosine. 

Le tableau 2, emprunté à IhRD e t  LüNDGW (1954) (261, donne l a  ré- 

pcr t i t ion des groupements réactifs de l n  kératine de laine. 

T A B L E A U  - 2  

( Voir page suivante) 



T A B L E A U  3 

Pro~or t ion  des amino-acides polaires dans l a  laine 

Y 

Groupements réactifs i Nombre dtéquivalents-grammes pom 
105 g. de kératine dc laine. 

Carboxyles l ib res  (-C-OH) 
II 

58-66 

O 

Carboxamides (-C- NH2 ) 7 9-98 
8 

Carboxyles + Carboxmides 1.37-164 

Hydroxyles phénoliques 22-36 

I-Iydroxyles alcooliques 124-148 

Aminés 20-24 

Basiques ( to ta l )  . 78-92 

Noyaux aromatiques (+) i 27-43 
Moitié des disulfures 92-114 

' 

(+) Les noyaux aromatiques comprénnent ceux qui sont capables de copuler 
avec l e s  se l s  de diazonium c'est-à-dire : Tyrosine, plus Histidine. 

-~ 
( ~ e ~ r o d u i t  avec lfautorisation de : ACADEIIIC PRESS IXC.  ACII-YORK.) 



Ce tableau montre que les  groupements acides, si  l'on y adjoint l e s  

hydraxyles phénoliques , existent dans l a  meme proportion que l e s  groupem&s 

basiques. SPm!iAiV (1933) (27), qui a Qtudié l e s  variations des propriétés 

mécaniques des f ibres  de .laine en fonction du pH, a d'ailleurs émis l'hypo- 

thèse que l e s  groupements acides e t  basiques peuvent former des ponts de na- 

ture électrostatique ou liaisons salines " entre l e s  différentes chaînes 

polypeptidiques de l a  molécule, comme l e  montre l a  figure 3 : 

liaison saline 

NH 
\ ----A-- \ 

Ni3 
/ 

CH -CH2-CH2-COO' +H~IV-CH~- CH2- CH2-C H 2 4 H  
Résidu \ Cc glutamique Résidu lysine / CO 

NH NH 
\s 

-ai 
\ 

CH 
/ 

CO liaison saline 
/ 

CO 
\ 

NH ,-----2,-c? 
\ 

NH 
+ / CH -CH2-COO' H3 N-C-HN-CHs -CR2 -CH2 -CH 

/ il \ 
CO Résidu 
\ aspartique 

NH Résidu 
arginine 

FIGURE 3 

SIMMONDS (1954) (28), à 1 'aide de ses résultats analytiques, a net- 

tement montré que l a  somme des groupements acides de l 'acide glutamique, de 

l 'acide aspartique, e t  de l a  tyrosine, est ,  à t r è s  peu de chose près, égale 

à . l a  somme des groupements amides e t  des groupements basiques appartenant à 

ltarginine, l 'h is t idine,  l a  lysine e t  l'hydroxylysine. 

Enfin, il faut ins i s te r  sur l a  richesse de l a  laine en proline (7 $), 
e t  sur l a  présence de peti tes quantités d fhydroxylysine. La teneur en proline 

es t  nettement supérieure à celle de l a  plupart des protéines, mais n'atteint  

pas celle des colla@nes (15 $); quant à l a  présence dihydroxylysine, e l l e  

mérite dl$tre  soulignée, puisque cet amino-acide n'a été trouvé que dans quel- 

ques protéines e t  spécialement dans l e s  collagènes (1.2 $). Aussi cet te  pré- 

sence dlhydroxylysine e t  cette teneur élevée en proline permettsnt d'émettre 



1 
< 

. , 

l'hypothèse que l a  la ine  pourrait contenir une fraction polypeptidique, qui 

présenterait certaines ressemblances avec l e s  collagènes; il faut cependant 

remarquer que la  la ine  ne contient pas dfhydroxyprolinc, alors que cet amino- 

acide se trouve abondamment dans l e s  collagènes, 



B - Les groupements terminaux libres. 

1 )  Détermination des mou~ements d -aminés terminaux l ibres de l a  laine. 

B ~ C K - J ~  (Lg50) (29), ut i l i san t  l a  méthode de SANGER (1945) (30) 

au fluorodinitrobenzène (+) , a évalué quantitativement .les amino-acides 

ayant leur  groupement d -aminé l ib re  dans une la ine de Nowelle-.Zélande 56's 

( d i d t r e  moyen 26,4 fc ) . Il s';trouvé que l 'acide aspartique, l 'acide glu- 

tamique, l 'alanine, l a  sérine, l a  valine, l e  glycocolle e t  l a  tMon ine  se  

trouvaient on f i n .  de chaîne y ses estimations quantitatives ne peuvent e t re  

retenues car il n'a pas corrigé ses résul ta ts  pour ten i r  compte des pertes 

en D N P-cirhino-acides durant l'hydrolyse. Util isant l a  même méthode, mais 

avec l e s  corrections nécessaires, MLDDLEEIROOK (1951) (31) a dosé avcc préci- 

sion l e s  amino-acides N-terminaux d'une laine Lincoln; ses résultats sont 

résumés dans l e  tableau 3. 

(+) La technique de dinitrophénylation es t  l a  d v a n t e  : on t r a i t e  1 g de 
laine m présence de 20 m l  d'eau e t  40 m l  d'alcool dans lesquels on a 
dissous 1 g de bicarbonate de sodium e t  1 m l  de 2.4 dknitrofluoro.be;'~&ner 
Après un temps donné (72 heures à 200 C ou 48 heures à 400 c) ,  on décante 
l a  solution, on Fince abondamment la laine successivement avec de l 'alcool, 
de l 'éther,  de l 'acide acétique dilué e t  de l'eau. La laine dinitrophhy- 
lée  est  ensuite hydrolysée pendant 24 heures dans C l H  5,7 N à l 'ébull i t ion; 
l e s  DNP-amino-acides sont séparés par ,chromatographie sur colonne de sili- 
ce; après élution, il est possible de les  évaluer quantitativement par 
colorimétrie. 



T A B L E A U  

Nombre de résidus dtamino-acides N terminaux dans 106 E de laine 

Ces travaux montrent qu ' i l  y a au moins sept types de chahes 

polypeptidiques différentes dans l a  laine. Il es t  intéressant de souligner 

que BLiiCIaURN e t  MIDDLE3ROOK, opérant sur  des laines d ' origine différente, 

r e t r w e n t  l e s  mêmes amino-acides N-terminaux. D'autre part ,  TIBBS (1952) 

(32) a obtenu des valeurs comparables à celles de MIDDLEBROOK pour une laine 

Romey de grosseur moyenne, pour une laine Mérinos fine, e t  pour l e  cheveu 

humin; ces , résul ta ts  sont évidemment; comme ceux de WNU) (voir plus haut), 

cn favour d'une structure chimique t r è s  voisine pour des laines d'origine 

différente . 

Acide aspartique 1 

Acide glutamique 2 

Alanine 2 

Sérine 2 

Valine 4 
Glycocolle 8 

Thréonino 8 

Total . . . . ... 2 7 

1 

- 



2) Détermination des grouaements 4 -carboxvliaues terminaux l ibres  de l a  laine. 

, BLACKBURN e t  LEE (1954) ( 3 3 )  ut i l isant  une modification de l a  méthode 

dlhydrazinolyse d ' ~ ~ O R 1 ,  .OHNO e t  N U i T A  (1952 ) (34) (+) , ont montré que, dans 

l a  laine, l e  glycocolle, l 'alanine, l a  sérine e t  l a  thréonine avaient leur grou- 

pement ac -carboxylique l ibre;  i l s  n'ont f a i t  aucune estimation qyantitative, 

Ces résultats confirment l a  multiplicité des chafnes polypeptidiques 

d m  l a  laine. 

(+) La mlthode consiste à chauffer l a  laine avec un excès dthydrazine anhydre; 
l es  résidus dlamino-acides sont transformés en hydrazide, à l'exception de 

ceux qui ont leur groupement o( -carboxylique e t  qui sont libérés sous forme 
dlamino-acides l ibres.  

Après enlèvement des hydrazides du mélange, l e s  amino-acides l ibres  sont 
identifiés par chromatographie sur papi or. 



C - La séquence des amino-acides dans l a  kératine de laine. 

Etant donné l a  complexité de l a  molécule de kératine, peu de travaux 

ont été effectués pour déterminer llarrangemeriC des amino-acides dans l e s  

chafnes polypeptidiques. Seules quelques séquences simples ont é té  étudiées 

à . p a r t i r  d!hydrolysats par t ie ls  acides de laine: des dipeptides contenant de 

l 'acide glutamique, de lqacide aspartique e t  de la cystine ont pu ê t re  isolés. 

CONSDEN, GORDON e t  MARTIN (1949) (35) ont i so lé  des produits dfhydroly- 

s e  par t ie l le  de l a  laine,  les  dipoptides glutamylglutamique, glutamylasparti- 

que e t  aspartylglutamiqueg cea travaux ont eu un certain retentissement à 1'é- 

poque, car i l s  ont permis de réfrker pour l a  première fois  l a  théorie de BERG- 

IUHN, sur l a  périodicité des acides aminés dans l a  chaîne polypeptidique. 

Ces auteurs ont également mis en évidence des enchaînements de l 'acide glu- 

tamique avec l a  tyrosine, l a  sérine e t  l a  thréonine (1 l l l~~IN 1946) (36), ce 

qui semblerait démontrer, d'une façon certaine, q u t i l n ' y  a p s  dans l a  laine 

une a1j;emance de chaînes polaires e t  de chaînes non polaires comne l ' ava i t  

pensé ASTBURY (1943) (37), à l a  suite de ses études de diffraction des rayons 

X. Toutefois, ALEYSiNDEXl (1954) (38) admet que l a  f ibre  de laine est formée de 

deux composants protéiniques diffdrents, l'un ayant un poids moléculaire éle- 

vé e t  donnant ux d i a g r m e  d t  4. -kératine aux rayons X, l 'autre ayant un poids 

moléculaire faible et  ne montrant aucune structure orientée; pour ce? auteur, 

il est donc possible que l e s  dipeptides formés de deux mino-acides polaires 

pro~iennent de cette ,dernière fraction, e t  que 1 ' d  -kératine, à laquelle s 'ap 

plique 1 )hypothèse d 'BSTBmY, puisse effectivement présenter un arrangement 

alterné do chaînes polaires e t  non polaires. 

Les peptides de la  cystine, isolés facilement sous forme de peptides 

à acide cystéiquo, ont été étudiés par CONSDEN e t  GORDON (1950) (39). Ces 

auteurs ont trouve que l a  cystine é t a i t  enchaînée à tous l e s  autres amino- 

acides, sauf à l a  tyrosine; par sui te  des dif f icul tés  d'isolement des d i p e p  

t ides de l a  proline, ils n'ont pu mettre en évidence des dipeptides de l a  

cystine e t  de l a  proline, mais i l s  ont isole  des tripeptides et  des peptides 

plus élevés contenant de l a  proline e t  de l a  cystine; il apparaît donc 



vraisemblable que l e s  résidus de proline sont proches, sinon voisins, des 

résidus do cystine, 

BLACKBURN (1950) (40) a isolé d'un hydrolysat papaTnique .de laine 

une fraction contenant des pentapeptides. Il n'a pas déterminé Ifenchalne- 

m a t  de ces divers acides aminés, mais il a trouvé une prédominance de gly- 

cocolle, e t  une fa ible  teneur en sérine e t  thréonine. 

Eh conclusion, l e s  résultats actuellement acquis sur l a  séquence 

des acides aminés de l a  laine sont encore t r è s  fraQientaires, 



D - L'hétérogénéité chimique de l a  f ib re  de laine : Sa structure 

macromoléculaire. 

La f ib re  de la ine est formée d'au moins t ro i s  -sinon quatre - compo- 

sants morphologiques dis t incts  : 1 épi cuticule, l a  cuticule, l e  cortex e t  peut- 

ê t re  l a  subcuticule (voir plus haut). On peut donc supposer, t rès  vraisembla- 

blement, que l a  kératine de laine n 'est  pas une protéine homogène, e t  que cha- 

que composant morphologique est formé .par une protéine différente. Cette hypo- 

thèse semble confirmée par l e  f a i t  q u f i l  existe dans l a  laine sept amino-acides 

différents, ayaslt leur groupement o~ -aminé l ibre ,  ce qui indique que l a  f ibre  

contient au moins sept types de chaînes polypeptidiques différentes. 

TdIDDLEBROOK (1951) (41), qui a calculé que certaines de ces chaînes s e  retrou- 

vaient jusqu'à 8 fois e t  qu ' i l  y en avait 27 au to ta l  (voir tableau 3 ) ,  n'a 

cependant pas hésité à conclure en faveur de lfhomog6néité de l a  fibre, considé- 

rant que ces 27 chafnes polypeptidiques font partie de l a  même protéine, e t  A qu'elles sont unies entre e l les  par l es  .liaisons disulfures de l a  cystine. Cal- 

culant que l e  poids moléculaire moyen d'une chaîne est  voisin de 60.000, N I D D L E  

BROOK admet donc que l a  kératine de laine aurait  un poids moléculaire de 

1.600.000, 

Il n 'es t  cependant pas fackie de conclure en faveur de l'homogénéité 

QU de l'hétérogénéité de l a  f ibre  de laine, à cause de sa structure morphologi- 

que e t  de son insolubilité. 

1 )  Composition chimique des différents constituanb momholo~aues. 

Plusieurs recherches ont Qté  fa i tes  pour essayer de déterminer si l e s  

différents composants morphologiques ont des compositions chiniques dist inct  es, 

mais l e s  résul ta ts  analytiques obtenus n'apportent pas une réponse satisfaisan- 

t e  à cette question, car il est impossible de séparer l e s  différents constituants 

sans modifier chimiquement l a  f ibre.  Plusieurs auteurs (SPEXI!VLN e t  Mc .i?UHON 

1938 (42) , STNIE[EYELdA-IIi1VERZmJi1 1937 (43) ) ont montré que l e s  cellules corti- 

cales, isolées de l a  laine par traitement de celle-ci avec des enzymes protéo- 

lytiques, sont plus riches en soufre que l a  f ib re  dans son ensemble. 

Récemment, GOLDEST, PJHITIJELL e t  FIEXCER (1955) (44) ont trouvé que 1 'épi- 

cuticule contenait plus de 50 $ dfa.mino-acides dicarboxyliques, e t  avait très 

sensiblement l a  même teneur en cystine que l a  laine; mais il faut remarquer 



quiune modification chimique de cet te  épicuticule peut t r è s  bien intervenir  

au  cours du traitement d'isolement ; de plus i ~ l l e  peut ê t re  souillée par d'au- 

t res matériaux protdiniques , 

En ef fe t ,  pour i s o l e r  ce constituant morphologique, qui ne représente 

que 0 ,1$ du poids de la f ibre ,  l e s  auteurs procèdent de l a  façon suivante : 

i ls oxydent l e s  liaisons disulfures par l ' ac ide  peracétique, épuisent la  la ine  

oxydée par l'ammoniaque e t  lthydrolyserkpar l a  trypsine durant 24 heures; l e  

résidu de l'hydrolyse .trypsique est formé par un t r è s  léger dépôt, que l e s  au- 

t curs estiment ê t re  1' épicuticule. 

Aussi longtemps que l'on ne disposera pas de moyens purement mécaniques 

pour séparer l a  f ibre  cn ses  différents constituants morphologiques, on ne powi  

r a  savoir si ceux-ci ont des compositions chimiques nettement différent es, 

identiques ou voisines. 

La plupart des recherches pour essayer de séparer l a  laine en consti- 

tmts homogènes se  sont donc orientées vers l a  solubilisation de l a  f i b r e  

e t  l e  fmctionnement des produits solubles en polypeptides ou en protéines 

llpures I f .  La détermination du poids moléculaire des différentes fractions doit  

évidemment fournir  des renseignements précieux sur  1 thétérogéliéité de la f ibre ,  

2) Fractionnement en di f férents  l1 ~ o l m e p t i d e s  I l .  Caractéristiques moléculai- 

res de ces " p o l m e ~ t i d e s  l l .  (+) 

L'insolubil i té  de l a  laine, dans tous l e s  solvaiits aqueux e t  organi- 

ques, gêne considérablement l'étude de l a  pureté e t  de l a  structure macromolé- 

culaire de l a  kératine de laine; en effet ,  l e s  méthodes physicochimiques de , 

diffusion, dt électrophorése, d'ultracentrifugation, etc., ne s'appliquent qu'à 

des protéines solubles. Ceci a donc amené de nombreux ehbscheurs à essayer de 

découvrir une méthode de dissolution de l a  f i b r e  qui so i t  suffisamment douce, 

- e t  c'est là l e  point essentiel  - pour ne pas provoquer une rupture des l i a i -  

dons peptidiques, 

(+) Le terme l1 polypeptide u t i l i s é  i c i  est  inexact, puisque certains des 
fragments isolés  ont des poids moléculaires ui dépassent t r è s  largement 

l e s  poids moléculaires l imites des polypeptides 9 8.000 à 10.000). Le ternle 
l t  protéine es t  également inexact puisque ces fragmenta sont des produits 
obtenus par une dégradation plus ou moins poussée des protéines i n i t i a l e s  de 
l a  Tibre. Il semble seulement 'commode de conserver l e s  termes polypeptides1' 
e t  protéine " pour év i t e r  l'emploi de périphrase. 



Lfinsolubi l i té  de l a  kératine dans l e s  solvants polaires es t  a tMbuée  

essentiellement au pontage des différentes chaînes polypeptidiques par l e s  

liaisons disulfures de l a  cystine. La kératine peut ainsi  8tre comparée aux 

macromolécules synthétiques, qui deviennent insolubles lorsque l e s  chahes 

sont pontées de façon à former des réseaux bi-ou-tri-dimensionnels; l e s  tech- 

niques de solubil isat ion de l a  laine visent donc. toutes à rompre l e s  l iaisons 

disulfures, s o i t  par réduction, s o i t  par oxydation. La laine réduite n 'est  ce- 

pendant pas soluble dans l 'eau, mais dans des solutions aqueuses concentrées 

d'urée, de phénnl, de thiocyanate, de détergents anioniques, etc.. La nature 

de ces solvants indique que l e s  liaisons hydrogène qui peuvent s ' é tab l i r  entre 

l e s  différentes chafnes polypeptidi-ques par l e s  groupements polaires des amino- 

acides e t  l e s  groupements -CO - NH des l ia isons  peptidiques, doivent également 

ê t re  coupées pour que l a  protéine puisse s e  solubil iser .  

La  réaction principale peut s 'écr i re  : 

JONES et  MECEAM (1943) (45) ont montré que l 'on pouvait dissoudre 

70 $ de l a  f i b r e  dans une solution de sulfure de sodium 0 , 1 / ~  , en 3 heures 

à 3r )OC,  et que la protéine It soluble pouvait ê t r e  précipitée presque complb- 

tement par acidi f icat ion à pH 4,2. 

\TARD e t  LUNDGREN (1954) (46) .ont f a i t  remarquer que l a  dispersion 

par l e s  sulfures peut s'accompagner d'une hydrolyse des l iaisons peptidiques, 

e t  que, vraisemblablement, l e s  lieisons disulfures ne sont p s  toutes coupées 

avec l a  même vitesse,  puisque l a  quantité de " protéines solubilisée, préci- 

pitable par acidification,  diminue avec l'augmentation du temps de traitement 

ou avec des concentrations plus élevées en sulfure. Ceci explique que OLOFSSON 

e t  GLUEN (1947-1948) (47) n'aient trouvé quf-m poids moléculaire compris 



entre 8.000 e t  10.000, pour la protéine l1 solubilisée par une solution de 

sulfure de sodium (3.5 11) agissant sur l a  laine,àpX.ll; ce poids moléculaire 

tombant à 3.500 si l a  " protéine l1 é t a i t  conservée deux mois dans l e  solvant. 

Il est  intéressant de signaler que W P E Y  e t  WORiQLL (1949) (48) ont 

obtenu des f ibres  a r t i f i c i e l l e s  de protéines ~égénérées, par traitement des 

déchets de laine avec une solution de sulfure de sodium, fi lage de l a  solution, 

précipitation de l a  kératine solubilisée e t  durcissement de celle-ci au formol. 

La laine es t  pratiquement insoluble dans lesi solutions diurée, mais .:, a 
JONES e t  MECILUI (1943)(49) ont trouvé que l 'on peut solubil iser 52 $ de l a  la i -  

ne dans une solution diurée (10 M) contenant du b isu l f i t e  de sodium (0,3 M )  à 

pH 7, agissant durant 18 heures à 400C. Ils estiment que l a  dispersion de l a  

kératine, dans ces conditions, est  l e  résultat  de réactions combinées de déna- 

turation e t  de réduction des liaisons disulfures, mais que lfhydrolyse des 

liaisons peptidiques doit ê t re  faible. Ce dernier point mérite cependant quel- 

ques réserves, puisque lTIDDLEBROOK (1951) (50) a trouvé que l e  nombre de grou- 

pements 4 -aminés temiinaux l ibres,  dosables par l e  dinitrofluorobenz&ne 

(voir plus haut), é t a i t  double lorsquton t r a i t a i t  l a  laine par une solution 

d'urée e t  de b i su l f i t e  pendant 24 heures à pH 5 e t  & 400 C e  Les poids molécu- 

la i res  moyens des chafnes polypeptidiques de l a  kératine sont respectivement 

60.000 e t  30.000 (+) pour l a  laine intacte e t  l a  laine t ra i tée  à l'urée-bisul- 

f i t e ;  ceci demontre donc que certaines l iaisons peptidiques de l a  laine sont 

particulièrement f ragi les ,  e t  qu' i l  faut en t en i r  compte dans l ' interprétation 

des résultats de solubilisation. 

(+) IIDDLEBROOK calcule l e  poids mol~culaire de l a  chdne polypeptidique à 
par t i r  du poids m in im  de laine qui contient 2 équivalents de sérine 
N-terminale. Il se  réfère à l a  sérine e t  non à l 'acide aspartique, car 
il y a moins de décomposition de l a  DNP-sérine au cours de l'hydrolyse, 



Un autre point sur  lequel il faut également a t t i r e r  l 'attention 

es t  l a  var iabi l i té  de l a  proportion de laine solubilisée suivant l e s  . expé- 

rimentateurs (voir tableau 4) ;  l a  solubilisation par des solutions d'urée 

contenant du b isu l f i t e  ou d'autres réducteurs n'est jamais totale; l e s  ré- 

su l t a t s  obtenus pur l a  fraction soluble ne sont donc pas forcément valables 

pour l'ememble de l a  fibre. L'étendue de l a  solubilisation e t  l a  valeur du 

poids moléculaire dépendent, évidemment, avant tout, du nombre de l iaisons ' '-';y 
. . m .  

disulfures qui sont rompues durant l e  traitement; or  l e s  expérimentateurs 

n'ont généralemont pas élucidé ce point. (+) 

A l a  sui te  des travaux de JONES e t  NECWI, plusieurs auteurs ont 

étudié les  propriétés moléculaires des fractions solubilisées dans l 'urée 

con* enant des agents réducteurs. 

MERCER e t  OLOFSSON (1951) (51) ont solubil isé environ 20 $ d'une 

laine Lincoln dans une solution saturée d'urée (9.5 $1) contenant 5 $I de 

b isu l f i t e  de sodium, à pH 8, par chauffage à 5OOC durant 24 heures. La so- 

lution étai  t fortement polydispersée g l a  mesure des constant es de sédimenta- 

t ion (1.93 unités SVEDBERG) e t  de diffusion leur  a permis de calculer que 

l e  poids moléculaire moyen é t a i t  de 84.000. Le rapport! frictioiylel molaire 

es t  de 3 -86, ce qui indique une molécule t r è s  dissymétrique, d'un rapport 

axial  de 90/1. Lorsque l a  fraction extraite à l 'urée est réduite par :SNa2 

à pH 12, son poids moléculaire tombe à 8.000; ce dernier est pratiquement 

identique à celui qu'ont trouvé OLOFSSON e t  GRiîLEN, pour des solitions de 

kératine de laine dans l e  sulfure de sodium. MERCER e t  OLOFSSON supposent 

que, pour des valeurs de pH élevées (11 à 12), toutes l e s  Liaisons disulfu- 

res  sont rompues, ce qui ne serai t  pas l e  cas à pH 8; les  molécules l e s  

plus grosses ( ~.l.l.84.000) seraient formées par l a  réunion, grâce à des 

ponts difulfures , de polypeptides diwn poids moléculaire moyen de 8.000. 

(i) SPEXKMUl e t  PTENICCIRT (1952) (52), puis V A N O V m E K E  e t  MAZINGUE (1954)(53), -iaT 
ont montré que des laines t r a i t é e ~ - ~ a r  des solutions alcalines e t  dont 

l e s  ponts disulfures de l a  cystine ont é té  remplacés partiellement par l e s  
ponts thio-éther de l a  lanthionine, sont beaucoup moins solubles dans l e s  
solutions concentrées de phénol contenant du thioglycolate, que des laines 
dont l es  ponts disulfures sont intacts. 



Il semble plus raisonnable d'admettre que l e s  solutions fortement alcalines 

provoquent une hydrolyse des l iaisons peptidiques. 

IJOODS (1952) (54) a u t i l i s é  l a  méthode de solubilisation de 2IERCElR 

& OLOFSSON avec une la ine  Mérinos, e t  a obtenu une solubilisation de 30 $ du 

poids de l a  f ibre;  il obtient une solubilisation du même ordre en opérant à 

pH 5,7 et à 500C durant 2 jours; ceci indique que la solubi l i té  augmente lors- 

que l e  pH augmente, De ses mesures de pression osmotique, WOODS a déduit que 

l e  poids moléculaire apparent de l a  l1 protéine l1 solubilisée é t a i t  de 30,000; 

mais un t i e r s  de celle-ci diffuse à travers l a  membrane de collodion; aussi 

l e  poids moléculaire moyen de l a  fraction di f fus ible  es t  de 10,000, e t  celui 

de l a  fraction non-diffusible de 50,000. Pour cet auteur l e  rapport axial  de 

l a  r~ol0culo se ra i t  de 10 à 16/1. 

FRIEND e t  O IDONNEL (1953) (55) ont dissout 15 à 20 $ d'une laine Md- 

rinos de finesse 64's en l a  chauffant dans une solution d'urée ( 8 11) e t  de 

b i su l f i t e  (0.4 11) à 60°C durant 48 heures ( pH i n i t i a l  5 , 6 ;  pH f ina l  7 , ~ ) .  

Mais ils ont montré que l 'on pouvait dissoudre jusqutà 85 $ de cette laine, 

dans l e  n i l ieu  urée-bisulfite, si l 'on soumet en même temps l a  f ib re  à une 

désintégration mécanique, qui permet aux agents solubilisants de pénétrer 

beaucoup plus facilement dans l e  cortex. Ceci indique que l l inso lub i l i t é  do 

l a  laine n 'est  pas uniquement en rapport avec s a  structure chimique, mais égale- 

ment avec sa  structure moqhologique : non seulement il faut  rompre l e s  l i a i -  

sons disulfures, mais il faut également a l f a i b l i r  e t  br iser  l e s  membranes de 

l a  cuticule e t  du cortex, pour que leurs contenus puissent se solubiliser. 

Par des mesures de pression osmotique, FRIEXD e t  O'DONIEL ont déter- 

miné l e s  poids moléculaires de la fraction soluble et: krouvent des valeurs 

comprises entre 12.000 e t  16.000. Il est importa.it de f a i r e  remarquer qu'il: 

trouvent l e s  mêmes poids moléculaires s'ils ont ex t ra i t  20 ou 70 $ des pro- 

téines " de l a  f ibre,  ce qui indique qu'il  ne s e  produit aucun fractionnement 

durant l e  processus de solubilisation, 

FIARD (1952) (56) remplace l e  b i su l f i t e  par l e  mrcaptoéthanol (alcool 

thioglycolique), qui es t  un agent .plus efficace pour couper l e s  l iaisons disul- 

fures. En une seule extraction, d'une durée de 19 heures, cet auteur arr ive  à 

solubil iser  63 $ d'une laine Rambouillet dans une solution d'urée (10 N) con- 

t e m t  du mercaptoéthmol (0,5 M) e t  du chlorure de lithium (0,2 PI) 



.-_ ' -;> 
(pH 8,7, température 50°C ) . Le poids moléculaire de l a  "protéine" solubili- 

sée, calculé à pa r t i r  des constantes de sédimentation e t  de diffusion, est  

en moyenne de 14.000 e t  l e  rapport axial  de 45/1. Pour des laines d'origine 

différente, l c s  poids moléculaires s'échelonnent entre 12.700 e t  13.800 (un 

seul  échantillon a un poida moléculaire de 17.600). WARD a f a i t  remarquer 

que l a  "protéine" soluble provient de l ' in té r ieur  de l a  f ibre ,  car, même 

aprés plusieurs extractions, celle-ci présente toujours sous l e  microscope 

s a  structure écailleuse caractéristique. 

O'DONNEL (1954) (57) a étudié l e s  propriétés de solubi l i té  d'une l a i -  

ne dont l e s  l iaisons disulfures ont é té  rompues au préalable. Il réduit cel- 

les-di à pH 5,6 par une solution de thioglycolate de sodiuu e t  alkyle ensuite 

1 es groupements th iols  par une solution d tiodoacéta.mide ; après 10 réductions 

e t  alkylations successives, il obtient une la ine  dont tous l e s  groupements 

d i  sulfures sont remplacés par des groupements S-méthylène-carboxami.de 

(-S-CH~-CONH~ ). La laine a ins i  modifiée est insoluble dans l'eau, mais m e  

solution d'urée ( 8 N) à 40°C en dissout 80 $ en 96 heures (avec agitation). 

La "protéine" extra i te  par  l 'urée s e  révèle comme très hétérogène à 1 'élec- 

trophorèse. Par a i l leurs ,  si l ion  élimine 1 'urée par dialyse, l a  "protéine " 
es t  partiellement soluble dans 1 ' eau e t  l e s  solutions légèrement alcalines ; 

comme diautre part 13 la ine  modifiée est insoluble dans ces conditions, 

OtDONNEL suppose avec MIDDLEBROOK que l 'urée peut provoquer l a  rupture de 

certaines l ia isons  peptidiques. Le poids moléculaire de l a  "protéine " extrai- 

t e  par l 'urée  n 'a  pas é té  déterminé. 

Le thioglycolate de sodium ( GODDARD e t  MICH~~ELIS) (1934) (58) peut 

réduire l e s  l iaisons disulfures de l a  laine diaprès l a  réaction 2 : 



S i  l e  milieu es t  suffisamment alcalin, l e s  chaînes polypeptidiques se  solu- 

b i l i sent .  GILLESPIE . e t  LENNOX (1953' - 1955) (59) ont t r a i t é  l a  laine par 

30 fo i s  son poids d'une solution de thioglycolate (0 , l  11) à 50°C, durant 

40 minutes, à différentes valeurs de pH. Au pH 10,5, 6 $ seulement do la 

la ine  se  solubilisent; au pH 12,6, au contraire, 65 >b sont solubles, e t  3% 

seulement de l a  protéine dialysent à travers une membrane de cellophane; au 

pH 13 enfin, 74 % de l a  kératine se  solubilisent mais plus de l a  moitié de 

l a  fraction extra i te  dialyse : ce qui indique une coupure importants des 

l iaisons peptidiques. L'agitation nécanique durant l 'extraction augmente 

légèrement l a  quantité de protéine dissoute. 

L extra i t  à pH 12,6, dissous dans un tampon glycocolle-thioglyco- 

l a t e  ( p ~  l l ) ,  a é té  soumis à l'électrophorèse dans l 'appareil TISELIUS; il 

s e  révèle t r è s  hétérosne puisqulil contient 7 composants mineurs e t  un con- 

posant majeur (composant 2) qui représente 41 $ de l a  laine. Les composants 

mineurs peuvent ê t re  éliminés complètement de l a  l a ine  en soumettant celle- 

c i  à cinq extractions successives par du thioglycolate 0; 1 ,TI à pH 10,S. L ' ex- 

t ract ion du résidu à pH 12,3 donne l e  composant majeur à l ' é t a t  pur : celui- 

c i  s e  révèle a lors  homogène à ltélectrophorèse. Une étude des cinétiques 

dlextmction rnontre quo 70 % de l a  kératine de l a ine  s e  solubilisent beau- 

coup plus rapidenent que l e s  30 $ restants, qui ne peuvent ê t re  solubilisés 

que par de l a  potasse 1 M ;  mais l e s  extra i ts  potassiques sont diolysables, 

ce qui indique une prof onde al térat ion des chaînes poly-peptidiques . 
H , W  (1955) (60) a déterminé l e  poids moléculaire des Qfféren- 

' . 
t e s  fractions extrai tes,  par GILLESPIE e t  LENNOX, avec du thioglycolate : 

l e  poids moléculaire des fractions dialysables est  de l 'ordre de 10.000, 

celui des autres fractions, e t  notamnent du composant majeur, de l 'ordre de 

30.000. Puisque FRIEXû et  0'DONNF;L (1953) (61) ont trouvé un poids molécu- 

l a i r e  de 15.300 pour l a  kératine extrai te par l 'urée  e t  l c  b i su l f i t e  (voir 

plus haut), HhRRP émet l'hypothèse que l e  P.M. dc 30.000 correspondrait à 

un "dimère " dont l e s  deux moitiés seraient maintenues ensemble par des 

" l iaisons hydrogène ". 
Le tableau 4 résme les  résul ta ts  qui ont é té  obtenus par diffé- 

rents auteurs, sur l e  fractionnement de l a  laine en " polypeptides ", par 

extraction avec des solutions réductrices d'urée, de sulfure de sodium ou de 

thioglycolate alcalin.  



Fractionnement de l a  laine en polypeptides par différentes techniques. 

(+) S i  l'on réduit l a  fraction extrai te par l 'urée  avec du sulfure de sodium 
à pH 12 son P.M = 8,000. 

($+) Le thioglycolate a été remplacé par du mercaptoéthmol. 

&++) P .Il. détermin4 par Harrap, 



DM e t  SPEfUNLN (1950) (70) ont oxydé l a  laine par une solution de 

bioxyde de chlore (1,25 g ) dans l lobscur i té  à 22OC. mviron 40 % de l a  pro- 

téine se dissout h s  l e  réactif  au bouC de 120 heures, e t  si l 'on plonge la 

laine oxydée dans l ' eau  bouillante, pendant une heure, l a  solubilisation to- 

t a l e  s'élève à 87 $. Les poids moléculaires des fractions solubles dans l a  

solution de bioxyde de chlore s'échelonnent de 2.000 à 12.000 (~~EWIAil,1949) 

(71); l e  résidu insoluble dans cette solution es t  au contraire soluble dans 

l a  cupriéthylènediamine, son poids moléculaire moyen es t  de 13.000, mais on 

peut en précipiter ,  par traitement à l 'acide acétique, une fraction dont l e  

poids moléculaire es t  de 36.000. SPEIIl(IlfUt (1952) (72) admet que l e  bioxyde 

de chlore hydrolyse certaines liaisons peptidiques, probablement cel les  des 

résidus tyrosine e t  proline. 

TOENNIS etHCBEiILLER (1942) (73) ont montré que l 'acide perfonnique 

~i'oxydait pas l e s  &no-acides, à l 'exception du tryptophanne, de l a  méthio- 

nine et de l a  cystine, ce dernier composé étant oxydé quantitativement en 

acide cystéique, SLUTGER (1949) (74) a u t i l i s é  ce réactif  pour couper &es liai- 

sons disulfures 'de l ' insul ine ,  sans modifier l e s  autres mino-acides, e t  .ob- 

t en i r  l e s  deux chaînes polypeptidiques qui sont l iScs dans l a  molécule d1in- 

suline par des ponts disulfures. 

ALEUNDE;R, HUDSON e t  FOX (1950) (75) ont trouvé qu'une solution 

aqueuse à 1,6 $ d'acide peracétique oxydait toute l a  cystine de l a  la ine  en 

24 heures à 22OC. Durant l e  traitement avec l a  solution d'acide peracétique, 

aucune fraction protéinique de l a  f ib re  ne passe en solution. 

Des expériences avec un certain nombre de peptides ont montré 

1 'acide peracétique n'attaquait par l e s  l ia isons  peptidiques, du moins pen- ' ' 

dant l a  période de temps nécessaire à l!oxydation des l iaisons disulfures 

( FOX 1951) (76). La la ine  oxydée par l 'acide peracétique . es t  soluble, sauf 

une fraction représentant 8 à 10 $ de l a  f ib re ,  dans de ltaimoniaçue 0 , l  N 
à froid (ALMIINDER e t  EhRLELND, 1950) (77). Le résidu insoluble dans l'ammo- 

niaque a é té  dénommé -kératose par ALEXANDER, car il donne aux rayons X un 

diagramme de /3 -kératine; .cet  auteur considère que ce résidu, qui s e  présente 

au microscope sous forme d'une membrane, es t  l a  "subcuticule " de la  f ibre  

( voir chapitre 1 ) .  La fraction (90 à 92 % de l a  f ibre)  soluble dans 
I 



1 'airnoniaque peut &tre  séparée en deux fractions, appelées respectivement 

.( e t  y -kératose. LI4 -lcératose, qui représente 50 à 60 % de l a  laine ori- 

ginelle, précipite lorsqulon acidifie 1 ' extrait  ammoniacal à un pH inférieur 

à 4.: .Il donne aux rayons X un diagramme d Id -kératine, L'examen électropho- 

rétique de 1 ' 4  -kératose montre qu ' i l  est formé de deux composants dist incts;  

ces cleux composants peuvent d'ailleurs ê t re  séparés, en dissolvant 1'8( -kéra- 

tose dans une solution concentrée d'urée, e t  en ajoutant lentement de l'acide: 

1 ! ql-kératose prkcipit e d 1 abord, e t  donne q net diagramme de configuration4 ; 

1 ' q  2-lcératose qui précipite ensuite, donne aux rayons X un diagramme mal dé- 

f i n i ,  

La fraction de 1 'extrait  ammoniacal qui reste soluble par acidifi-  

cation à pH 4, représente l a  r -kératose; e l l e  se  révèibe comme hétérogène à 

l'électrophorèse. Les constantes de sédimentation e t  de diffusion de ces dif- 

férentes fractions ont é té  .détorrninées, e t  à par t i r  de celles-ci, on peut 

oalculer l e s  poids moléculaires e t  l a  forme des molécules en solution. Les 

poids moléculaires trouvés sont respectivement : 67 .O00 pour 1 hi -lrératose, 

13.000 pour l l q  2-kératose e t  l a  y -kératose; mais ces deux dernières frac- 

tions sont vraisemblablement formées par un mélange de t rès  peti tes molécules, 

e t  de molécilles dont l e  poids moléculaire pourrait atteindre un m a x i m u m  de 

15.000 (ALEEAXDEX) (78). 

Le tableau 5 représente l e  fractionnement de l a  laine oxydée par 

1 'acide peracétique, 



Fractionnement, en différents "polypeptides", de l a  la ine  oxydée par 

l ' ac ide  peracétique. D'après dLMnNDER (79). 

LAINE ( 1 0 0 ~  ) 

Oxydation par l ' ac ide  peracétique 

e t  dissolution dans NH4OH 0,3 g. 

1 

Résidu insoluble (,subcuti cule) Solutior, 1 à pH 8 environ 

Addition da C l H  à pH ~4 

I 
l I Poudre blanche 

I 
30 g de f-kératose 

g d f 4  &ératose en solutiob (P ,Fi .l3,000) 

Solubilisée dans l 'urée 
l / Précipitation fractionnée 

par addition d'acide. 

I 

! 



3 )  Nouvel aspect de llhétéronénéité de l a  f ib re  de laine : la structure 

bilatérale du cortex. 

En 1953, HORIO e t  KONDO (80) ont montré, par une technique de tein- 

ture-différentielle,  que l e  cortex des f ibres  de laine est formé de deux 

hémi-cylindres , dont 1 'un est  plus accessible aux colorants (sement D .A, ) 

que l 'autre (segment: non-D.A.) (+); cette structure bilatérale s'étend tout 

au. long de l a  f ibre  depuis l a  mcine jusqulà l a  pointe. Les deux segements 

s 1 enroulent l 'un autour de l 'autre,  e t  suivent exactement l a  courbe correspon- 

dant à l a  f r isure  naturelle de l a  f ibre ,  de sor te  que l e  segment DA est  tou- 

jours placé à 1' extérieur de ln  courbure e t  l e  segment non-Di1 à l ' in té r ieur  

( voir figure 4). l!DRCER (1953) (81) a confirme les  observations de HORIO e t  

KONDO, par une sér ie  de traitement physico-chimiques . il a notamment montré 

quten soumettant de l a  laine l1 supercontractée l1 à une hydrolyse try-psique, 

on obtenait un résidu inattaquable par l'enzyme, formé d'un tube dérivé de l a  

cuticule, . et renfermant à l ' in tér ieur  l e  " paracortex I l .  MERCER a en effet  

proposé d'appeler paracortex l1 l a  part ie du cortex l a  plus stable (segrnent 

non-DA de HORlO e t  KOIJDO), e t  orthocortex l1 l a  part ie l a  moins stable. 

MERCER, GOLDEN et JlPFRïES (1954) (82) ont t r a i t 6  l a  laine ,par de 

1 'acide thioglycolique à pH 4,5 pendant 8 heures : ce traitement, draprès 

PHILLIPS (1946) (83), provoque l a  réduction de l a  moitié seulement de l a  cys- 

t i ne  de laine (fraction A + B) . (voir plus loin).  Ils ont ensuite t r a i t é  cet te  

laine réduite par l e  bromure d'éthyle, dans un milieu tampon de pH 8, de fa- 

çon à éthyler l e s  groupements thiols, e t  i l s  ont soumis l a  laine ainsi  modi- 

f i é e  à une hydrolyse pepsique ( p ~  2, 40°C ) pendant une semaine.- Des examens 

microscopiques, au cours de l a  digestion, leur  ont permis de voir que l ' a t t a -  

que connnençait d'un seul côté de l a  f ibre,  e t  que l e  cortex de ce côté é t a i t  

digéré lentement : il reste  finalement un segment biréfrigent, inattaquable 

par l'enzyme : l e  paracortex. La teneur en cystine de ce résidu est  près du 

doukie de celle de l a  fraction hydrolysable: ltorthocortex. Ces expériences 

(+) D,A est 1 'abréviation de dye-accessiblc. 



amènent MERCER e t  ses collaborateurs à penser que l e  cortex de l a  f ibre  de 

lqine serai t  formé de deux types différents de kératine : une kératine plus 

stable ( l e  paracortex ), car riche en l iaisons disulfures, e t  une kératine 

moins stable ( ltorthocortex ), pauvre en l iaisons disulfures; l a  réparti t ion 

des autres Eunino-acides est également différente dans l e s  deux fractions 

( voir plus haut ) . 
PHILLIPS a montré que l a  cystine pouvait ê t re  divisée en deux frac- 

tions, de réactivité différente ( voir plus loin),  e t  pense que ces différen- 

ces peuvent Stre dues à un environnement moléculaire différent des résidus de 

cystine. MERCER e t  ses collaborateurs suggèrent que des facteurs morphologi- 

ques sont également en cause : l a  fraction l a  plus réactive de PHILLIPS 

(fraction A + B)  f e r a i t  essentiellement par t ie  de l'orthocortex, e t  l a  moins 

réactive du paracortex. 

Par a i l leurs ,  11.IERCER e t  Coll. (1954) (84) ont observé au microscope 

optique que l a  protéine de laine ( 25 $ ) soluble dans une solution d'urée- 

lsisulfite ( pH 8 ) provient de ltorthocortcx, et  que l e  résidu insoluble es t  

formé de l a  cuticule, des membranes des cellules corticales e t  du pamcortex, 

Peu de temps après l a  publication de HORIO e t  KONDO, deux chercheurs 

australiens, FRASER e t  ROGERS (1953) (85), ont signalé que l a  solubilisation 

de l a  laine par l e  thioglycolate alcalin suivant l a  technique de GILLESPIE 

e t  L N O X  (1953) (86) permettait également de montrer que l e  cortex est for- 

mé de deux composants bien définis, de réactivité chimique différente : l a  

partie l a  plus soluble de l a  f ibre  vient du segment S ( orthocortex de MERCER) 

e t  l e  composant électrophorétiquement homogène du segment H ( pamcortex de 

PIERcER) 

Récemment FRASER et ROGERS (1955) (87) ont montré que certaines pro- 

priétés physiques e t  chimiques de l a  f ibre  de laine étaient en relation avec 

l a  structure bi la térale  du cortex. Ils ont discuté de l 'origine de cette 

asymétrie e t  montré, par des techniques histologiques (teintures avec des 

colorants basiques), que cette structure bi la térale  existe dans l e  cortex 

avant l a  kératinisation e t  ne provient donc pas d'une kératinisation asymé- 

trique survenant dans les  foll icules de l a  peau des moutons, comme l e  suggère 

ISEECER (1953 ) (88 ) . 



FIGURE - 4 

Paracortex de l a  f ib re .  

Beaucoup plus rés is tant  vis-à-vis des agents chimiques, l e  pamcortex 
subsiste après 5 minutes de contact avec de l a  soude à 6,s  $ à l a  tempé- 

rature du laboratoire, Le pamcortex es t  v is ible  à l ' i n té r ieur  des fibres. 

(photo extra i te  de 1 ' a r t i c l e  de WARD e t  LONDGFüiN, Advmces i n  Protein Che- 
mistry, Vol. lx, 1954 e t  reproduite avec l 'autorisat ion des Editev.rs ). 



4) La comosition en amino-acides des différents éléments consti tutifs  

de l a  f ib re  de laine, 

Quelques essais ont été réalisés pour déterminer l a  composition en 

amino-acides des différentes fractions de l a  laine. Les résultats l e s  plus 

intéressants sont réunis d m  l e  Tableau 6. Mais il faut rappeler de nouveau 

que l t in terpréta t ion de ces résultats, en ce qui concerne ].'hétérogénéité 

de l a  laine, es t  d i f f ic i le ,  car toutes l e s  méthodes de fractionnement uti-  

l i sent  des procédés qui dégradent plus ou moins l e s  molécules de kératine 

originellement présentes dans l a  fibre. Par a i l l eurs  ces résultats ont été 

obtenus avec des techniques analytiques qui ne sont pas d'une t ds  bonne 

précision. 

T A B L E A U  6 

( voir page suivante ) 



T A B L E A U  6 

Composition en amino-acides des composants de l a  la ine  en g r m e s  pour 

cent g r m e s  de laine.  

/ Cellu- 1 ~ u t i - /  Cellu- I~picu- 
I 

, l e s  fus4 cule l e s  fus4 t i cu l e  
f formes i formes ' i (++) , 

i 
I I 

Référence FiTNID LINDLEY GOLDEN GOLDEN GOLDIN GOLDEN 1 GOLDm 
, (83) (89) (90) (91) (91) (91) (91) 1 (91) -, ' Azote t o t a l  16 , l  16 14,5 1 soufre - 3,63 

dmino-acides 

Alanine 3 96 
Arginine 1 10,1 7,9 7,O 

1ic.Aspartique 7,2 4,8 
Cystine 10,6 

Ic ,Glutamique 16,5 13 
Glycocolle 3 $ 6  490, 077 
Histidine 
Isoleucine 4,o 3 ,l 
Leucine 990 792 499 0 ,8  692 8,7 796 6 , s  

l 
Lysine 396 3 96 1 r 4 
Pléthionine 
Phénylalanine 195 
Proline 1 Sérine 

576 

Thréonine 
Tryptophamz 

j Tyrosine 
j Valinc 
I 

1 I 8 I i 

(+) Les cellules fusiformes sont obtenues de l a  façon suivante : 100 g de 
laine sont t r a i t é s  pendmt 48 heures à 25% par 3 l i t r e s  de CU 6lJ , 

L e  résidu insoluble est lavé 'à l 'eau e t  broyé dans un moulin; il est mis 
ensuite en suspension dans 1 'eau; l a  fraction qui de dépose es t  formée de 
cellules fusif  ormes. 

(++) LINDLEX obtiEnt des cellules fusiformes par hydrolyse par t i e l l e  de la 
laine avec l 'acide cétylsulfonique ( 0 ~ 0 5  g ) durant 6 jours à 65QC. 



5)  Conclusions. 

Etavlt donné l'impossibilité d ' isoler l e s  constituants morphologiques 

sans modifier plus ou moins leur  structure chimique, on ne peut actuellement 

affirmer, bien que cela so i t  vraismblable, que chaque constituant (épicuti- 

ciale, cuticule, subcuticule) est formé d'une protéine différente. Il est  

Cl~ailleurs possible que chaque constituant so i t  un mé1,mge de kératines de 

structures plus ou moins voisines. 

Il est  également d i f f i c i l e  de s e  prononcer sur l a  structure macromo- 

léculaire de ces protéines. Fh effet ,  l a  mise en solution de celles-ci n'est 

possible qulaprès rupture des liaisons disulfuresg or, il peut se produire, 

au cours du traitement, une hydrolyse plus ou moins poussée des liaisons pep- 

t idiques. 

S i  l a  détermination des gmupemdts .i -aminés te mina.^ l ibres per- 

met d'affirmer que l a  laine contient un certain nombre de cl-iahes poly-pep- 

tidiqucs différentes, on ne peut savoir si toutes ces chaîncs font partïe de 

l a  même ppotéine ou de protéines différentes. 

La clétormination des poids mol6culaires des fractions solubilisées 

n'spportent pas non plus de conclusions définitivos sur 1s longueur des ch&- 

nes polypeptidiques. Lcs fragments les  plus gros qui ont é t é  isolés ont des 

poids moléculaires de l 'ordre de 70.090, mais il est possible qu' i ls  contien- 

nent cncore des liaisons disulfures intactes, - ou peut-être d'autres l i a i -  

soiis covalcntes , - qui réunissent deux ou plusieurs chaînes poly-peptidiques. 

L'malyse quantitative des groupements 4 -aminés terminaux permet de calcu- 

l c r  quc l e  poids moléculaire moyen d'une chafne est de 60.000 (PIIDDLEBROOX) ; 

m,ais l a  solubilisation par lluréc-bisulfite, qui semble ê t r e  l e  moyen l e  

plus doux que l 'on puisse u t i l i se r ,  fournit des protéines d'un poids molécu- 

l a i r e  moyen de 30,000. 

Quant aux fractions de poids moléculaire 4.000 à 10.000, isolées par 

différents auteurs ( ALEXîOlDER, OLOFFSON e t  GRALEX), e l les  peuvent ê t re  des 

poly-pe~tides de faible poids mol6culaire constituant l e  "Ciment intercellu- 

l a i r e  " ou tout simplement des produits d'hydrolyse des grosses chafncs po- 

ly-peptidiques . 



E - La réactivité des liaisons disulfures. 

Les propricjtés physico-mécaniques de l a  f ibre  de laine : élasti-  

c i té ,  supercontraction, ténacité à l a  traction, insolubilité, etc., sbnt de 

l a  plus haute importance du point de vue de l ' industrie texti le.  O r ,  ces 

propriétés sont évidemment conditionnées par l a  structure macromoléculaire 

de l a  protéine - ou des protéines - constituant l a  fibre. Les liaisons di- 

sulfures de l a  cystine, qui peuvent réunir l e s  différentes chdnes polypep- 

tidiques, jouent donc un r81e important dans l a  structure de l a  fibre, e t  il 

es t  du plus grand intérêt  de connaître l a  réactivité de ces liaisons vis-à- 

v i s  des réact i fs  chimiques. En effet ,  l es  traitements industriels, t e l s  qqe 

l e  lavage, l e  fixage, l e  blanchiment, l a  teinture, etc. , exécutés dans des 

conditions trop brutales, peuvent modifier l es  liaisons disulfures, e t  ceci 

s e  traduit  toujours par une diminution des qualités textj.les de l a  fibre. 

Les travaux les  plus importants, qui ont été rSalisés sur l a  

réactivité des l iaisons disulfures de l a  laine, sont d'me part ceux de 

PHILLIPS e t  de ses collaborateurs, qui ont étudié l 'action des agents réduc- 

teurs e t  des alcalins sur l a  laine, d'autre part caux d ' A L N D E R  e t  de ses 

collaborateurs,qui ont étudié l 'action des agents oxydants. 

1) Les travaux de PEILLIPS : La classification de l a  cvstine de l a  1,aine 

en fractions de réactivité chimique différente. 

PHILLIPS et  ses collaborateurs ont examiné l e  comportement de 

laines intactes e t  de lcrines modifiées chimiquement, vis-à-vis de solutions 

de su l f i t e  de sodium, d'alcalis, de cyanure de potassium, de formol e t  d'a- 

cide thioglycolique. Leur méthode consiste à doser par l a  technique colori- 

m6'criquo~de SHINOHARA (+) (1935) (92), d'une part l e  soufre disulfure 

(+) La technique de SHINOK(1RB. est exposée en détai l  dans l a  Sème partic,  
Chapitre 1, e l l e  comprend deux op6rations bien dist inctes : 

1) Rydrolyse de l a  lairie par l 'acide chlorydrique 5,6 N bouillant. 
2) Dosage, dans cet hydrolysat, de l a  cystine e t  de l a  cystéine, par mesure 

de l a  coloration bleue que donnent ces composés avec l 'acide phosphotungs- 
tique. 



( Cystine ) préexistant dans l a  laine, e t  d'autre par t  l e  soufre disulfure 

restant e t  l e  soufre th io l  apparu ( ~ ~ s t é i n e )  dms l e s  laines ayant été sou- 

mises, dms des conditions variées, à l ' influence de ces roactifs  ( ELSWORTH 

e t  PHILLIPS , 1933 (93 ) , 1941 (94) ; PIIDDLEBROOK c t  PHILLIPS, 1942 (95), 

1947 (96) ; CUTILBERTSON e t  PHILLIPS, 1945 (97) y LINDLEX e t  PHILLIPS, 1945 (98) 

1947 (99); CARTER, I'IIDDLEBROOK e t  PHILLIPS, 1946 (100). 

PHILLIPS (1946) (101) a résumé l e s  résul ta ts  de l'ensemble de son 

expérimentation dans l e  tableau suivant: 

T A B L E A U  Z 

( voir  page suivante) 





L 1 examen de ce tableau montre que l a  cystine de l a  laine peut ê t re  di- 

v i d e  en deux fractions égales. Ces deux fractions principales diffèrent es- 

sentiellement par l e  f a i t  qu' e l les  donnent naissance à des produits dis t incts ,  

lorsque l a  laine es t  soumise à l 'action d'un réactif donné: ainsi ,  sous l ' in- 

fluence des a lca l i s ,  l a  cystine de l a  fraction ( A+B ) se  transforme en lan- 

thionine, e t  cel le  de l a  fraction ( C+D ) en acide % -aminoacrylique. Chacu- 

ne de ces fractions peut à son tour ê t re  divisée en deux souiskfmctions qui 

ont des propriétés semblables, mais qui diffèrent surtout entre s l les  par l a  

vitesse avec laquelle e l les  réagissent: l e s  a l ca l i s  transfoment rapidement 

l a  fraction A en lanthionine, et  lentement 12 fraction B. 

Au pH 5, qui est  l e  pH optimum d'action, et  à l a  température ordinaire 

( 2 2 0 ~ ) ~  l a  moitié seulement de l a  cystine de l a  laine (fraction A+B) réagit 

avec l e  bisulf i te  de sodium, en domant de l a  cystéine e t  de l a  S-cystéine- 

sulfonate de sodium, qui r e s t e ~ t  combinées dans l a  protéine (réaction 3 lue 

de gauche à droit  e ) . 
1 I \ I 

NH 
1 + ScZjNaH 

NH 
t 

NH 
I 

CH- CH2- S- S- CH2- CH 4 - 3 
\ 

CH- CH2- SH + Na03S -S- CH2- CH 
i - S03N& t 

CO 
t 

CO CO 
1 

CO 
I k \ 

Cette fraction peut ê t re  subdivisée en 2 sous-fractions A e t  B,car 

l e s  groupements thiols  et  S-cyst éine-sulf onat e, apparus dans l a  laine, n'ont 

pas tous l a  même s t ab i l i t é  vis-à-vis de 1' eau. En effet ,  si l'on rince abon- 

damment l a  laine t r a i t ée  au bisulfi te,  un peu moins de l a  moitié de ces grou- 

pements S H  et SS03Na reforment des l iaisons disulfures ( réaction 1 lue de 

droite à gauche). La cystine de l a  sous-fraction A (0,8 % du soufre) donne 

donc naissance à des .groupements thiols e t  S-cystéine-sulfonate de sodium la- 

b i les  vis-à-vis de l 'eau, tandis que celle ds l a  sous-fraction B ( 1 % du sou- 

f r e )  donne naissance à ces mêmes groupements, mais ceux-ci sont stables vis-à- 

v i s  de 1' eau. 



PHILLIPS a f a i t  remarquer que l e  rapport entre l e s  sous-fractions 

A et B dépendait de.10 méthode de rinçage. FARNIfORTH (1955) (102)~ qui a re- 

p r i s  l es  expériences de.PHILLIPS, a montré que dms certains cas l a  sous- 

fraction A représente 1,52 % du soufre disulfure, cc qui indique que si l a  

moitié des liaisons disulfures de l a  laine peuvent ê t re  coupées par des so- 

lutions froides .de b i s i l f i t e ,  ces 'Liaisons ont une tendance t rès  nette à se  

reformer lorsqulon enlève l a  laine du milieu réducteur. 

Quant à 13 deuxième rcoitié de l a  cystine (fraction C+D) e l le  ne 

réagit que dans des conditions plus violentes : augmentation de l a  concentra- 

t ion de l a  solution de bisulf i te ,  durée plus longue du traitement, températu- 

r e  plus élevée ( l u  dessus de 40° c).  Dans ces conditions une certaine quanti- 

t é  de cystine ( fraction C )  ne réagit cependant pas avec l e  b i s i l f i t e ,  puisque 

l e s  laines t ra i tées  contiennent encore du S-disulfure, e t  il est probable que 

l a  sous-fraction D s e  décompose en acide& -aminoacrylique, qui reste combiné 

dans l a  laine, e t  en hyposulfite qui est libéré. PHILLIPS suppose que l a  sous- 

fraction D &agit dlabord suivant l a  réaction 3 e t  qutensuite les  groupements 

thiols e t  S-cystéine-sulfonate de sodium se décomposent suivant l a  réaction 4. 

Il appuie cet te  hypothèse sur l c  f a i t  que l e s  hydrolysats chlorhydri- 

ques de laine t ra i tée  par des solutions chaudes de bisulf i te  contiennent un 

peu dlacide pyruviqu.e. La présence de ce composé stexpliquerait par lthydroi 

lyse de l 'acide a( -minoacrylique combiné ( réaction 5).  



La quantité d'acide pyruvique dosé ne correspond toutefois pas à l a  

quantité théotique d'acide .(. -aminoacrylique qui peut apparaf.t;re, par décom- 

position de l a  cystine suivant l es  réactions 3 e t  4; PHILLIPS suppose donc quê 

l 'acide 4 -aminoacrylique peut se  transformer ensuite en wi composé plus sta- 

ble: sans doute l a  lanthionine (+) (réaction 6)  . 

Eh résumé, l 'action du bisuif i te  de sodium sur l a  laine permet de 

classer l a  cystine en 2 fractions égales de réactivité diff6rente : 

1)  Une  fraction(^ + B ) t rès  réactive: l e s  liaisons disuifures de 

cette fraction sont coupées par des solutions diluées e t  froides de bisulf i te ,  

mais une partie de ces liaisons disulfures ont tendance à se reformer lorsque 

l a  laine bisulf i tée  est  plongée dms l'eau. 

2) Une fraction ( C i- D ) beaucoup moins réactive : e l le  réagit avec 

des solutions chaudes pour donner d 'me  façon irréversible des produits de 

décomposition de l a  cystine, - vmisemblablement l 'acide ol -aminoacrylique. 

- 
(+) On peut ' f a i r e  remarquer que si PHILLIPS ne retrouve pas l a  quantité théo- 

rique 'd'acide pyruvique qui devrait apparaî t r e  d ' aprks les  réactions 3 
4 e t  5, c'est que cet acide doit se  décomposer en grande partie,  lo rs  de l'hy- 
drolyse de l a  laine qui précède l e  dosage. 



Dans toute l a  sui te  de leur expérimentation, PHILLIPS ct ses colla- 

borateurs se  sont fondés sur ce cr i tère  t r è s  simple, - l a  réactivité à froid 

do l n  fraction ( A+B ) avec l e  bisulf i te  de sodium, - pour reconnaître quelle 
''4 

est  l a  fraction de l a  cystinc qui réagit avec l e s  différents réactifs : alca- 

l is,  formol, acide thioglycolique. 

Qumt aux sous-fractions, - qui sont d 'ai l leurs moins nettement 

définies, puisque l c  rappor'~ des sous-f ractions A e t  B peut vakier - , el les  

sont classées de l a  façon suivante : 

- 1) La sous-fraction A est  celle qui donne avec l e  bisulf i te  de 

sodium froid des groupements - SH e t  - S- SqNa qui,  dans l'eau, Ceformont 

des liaisons disulfures. . 

2) La sous-fraction B est cel le  qui donne des groupements - SH e t  

- S-SO-jNa stables dans l'eau. 

3 )  La sous-fraction C ne réagit pas avec l e  bisulf i te ,  

4) La sous-fraction D se décompose dans l c  b i su l f i t c  concentré e t  

chaud. 

Cette étude présente un intérêt  particulier, étant donné l e s  nombreux 

traitement industriels de l a  laine qui s'effectuent en milieu alcalin; aussi, 

PHILLIPS e t  ses collaborateurs ont étudié systématiquement 1 1 action de solu- 

tions bouillantes de tampons de différents pH ( 7 à 10) e t  de solutions froi- 

des de soude ( -/IO, g100  ) sur l a  laine ( CUTHRER'PSON e t  PHILLTPS, 1945) 

(103)~  (LINDLEY et  PHILLIPS, 1945 ) (104). 

Ils sont arrivés à l a  conclueion suivante : sous l'influence des 

a lcal is ,  la  fraction ( A + B) de l a  cystine se  transforme en lanthionine, e t  

l a  fraction (c+D) en acide 4 -aminoacrylique ( réaction 7) .  



Les sous-fractions A e t  D se  distinguent des sous-fractions B e t  C' 

par une plus for te  réactivité, 

La présence de lanthionine dans l a  la ine t ra i tée  par l e s  a lca l i s  es t  

un f a i t  bien établ i  expérimentalement p HORN, JONES et  RINGEL (1941) (105) ont 

en effet i so lé  cet amino-acide, de lihydrolysat chlorhydrique d'une laine qui 

avait subi l 'action d'une solution bouillante de carbonate de sodium, 

CUTIIBERTSON e t  PHILLIPS, en u t i l i san t  l a  même méthode, ont pu isolef l a  lan- 

thionine à pa r t i r  d'une laine qui avait  été bouil l ie dans une solution de t r è s  

faible a lcal ini té  ( pH 8 ). 

L'évaluation de l a  proportion de cystine ( 50 $ ) capable d 'être tmns- 

formée en lanthionine, résulte d'une analyse complète du soufre sous ses dif- 

férentes formes, dans les  laines t ra i tées  e t  dans l a  laine non t ra i tée ,  

Le soufre de l a  lanthioninc stobtient en effet  en soustrayant du sou- 

f r e  to ta l  l e  soufre thiol ,  l e  soufre disulfure, l e  soufre de l a  méthionine, 

e t  l e  soufre oxydable par l e  brome. 

Lorsqu'on soumet l a  laine à des traitement alcalins de plus en plus 

sévères, e t  que, par conséquent, l a  quantité de lanthionine dans l a  laine auge 

mente, on peut montrer que l a  quantité de cystine capable de réagir avec l e  

bisulf i te  de s~dium froid diminue progressivement : ceci démontre que l a  cys- 

t inc  transformable en lanthionine est  bien l a  m%me que celle qui agi t  avec 

l e  bisulf i te ,  cl est-à-dire l a  fraction ( d + A ) . 
Puisque, sous ltinfluence des a lcal is ,  l a  laine peut perdre une quan- 

t i t é  de soufre supérieure à l a  quantité de soufre de l a  lanthionine apparue 

1 
' ,  , , ' 7 A r < , m ' , z  ., - . 



e t  que l e s  hydrolysats de laines t ra i tées  contiennent jusqu'à 1,.54 % d'acide 

pynwique (réaction 5 ) ,  PHILLIPS suppose que l a  fraction (c+D) dc l a  cystine 

s e  transforme en acide 4 -aminoacrylique (+). 

BERGMANN e t  STATHER (1926) (106) ont dia i l leurs  trouvé que . l e  dian- 

hydride de l a  dialanylcystine, t r a i t é  par l e s  a lcal is ,  donnait de l 'acide 

4 -aminoac~ylique. Il n t a  cependant jamais été possible de transfomer un 

dérivé simple de l a  cystine en lanthionine sous l'influence des a lcal is ,  ce 

qui montre que l e s  liaisons disulfures de l a  laine peuvent réagir dtwEie ma- 

iiière t rès  différente des liaisons disulfures de ltamino-acide lui-même. 

- Les liaisons disulfures de l a  cystino de l a  laine sont presque quan- 

t i tativement transf orihées en lanthionine, par traitement avec une solution à 

1 $ de cyanure de potassium ( durée 16h , température 6 6 0 ~ ) .  CüTHBERTSON e t  

PHILLIPS (1945) (108) ont proposé l e  mécanisme suivant ( réaction 8). 
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(+) Dernièrement, BLACKBUEW e t  LEE (1956) (107) ont trouvé que dans l a  ' laine 
t ra i tée  à 1 1  ébullition par des tampons alcalins, il y a, en plus d'une 

destruction appréciable de l a  cystine, une légère destruction de l a  sérine et  
de l a  thréonine. L'acide pyruvique, trouvé dans l e s  hydrolysats de la ines '  
t ra i tées  par l e s  a lcal is ,  pourrait donc provenir de l a  décomposition de l 'a- 
cide P( -aminoacxylique formé par l 'action des a lca l i s  sur l a  sérine. 



I 8 .  i 

Toutes l e s  liaisons disulfures peuvent donc êt re  transformées en 

liaisons thioéthers par l e  cyanure de potassium, alors que l a  moitié seulement 

réagit de cette façon avec les  alcalis .  

La cystine de l a  laine ne réagit pas avec des solutions de formol à 

température ordinaire. Au contraire, quand l a  laine est t ra i tée  à 700 C avec 

des solutions de formol de pH 5 à 7 ,  e l le  ne donne plus, ensuite, avec l e  bi- 

su l f i t e  de sodium froid des groupements - SH e t  - SSO3Na stables uis-à-vis 

de 1 ' eau : MIDDLEBROOK et  PHILLIPS (1942) (109) en déduisent que , c1 est l a  

sous-fraction B de l a  cystine qui a réa& avec l e  formol, Dans l'hydrolyse 

chlorhydrique de l a  laine formolée, i l s  ont mis en évidence par chromatogra- 

phie sur papier 1 'acide thiazolidine-4-carboxylique. 

H2C 1 1- J C H 2  
S 

Ces auteurs proposent donc l e  mécanisme suivmt pour expliquer l'ac- 

t ion du formol sur  l a  cystine de l a  laine ( réaction 9) , 

, La réaction du formol avec l a  sous-fraction B est  d'ailleurs réver- 

s ible  : en effet ,  si l'on f a i t  boui l l i r  l a  laine formolée avec une solution 

d'acide phosphorique, on retrouve l a  même quantité dc soufre disulfure que 

dans l a  laine non t r a i t ée  par l e  formol, 



HIDDLEBROOK e t  PKtLLïPS (1947) (110) ont également étudié l 'action de 

solutions bouillantes de formol, à différents pH, sur l a  cystine de l a  laine. - ,.,a 
Pour. des valeurs de pH de 1, 6, 7 e t  10, l a  sous-fraction B réagit en donnant 

de l 'acide thiazolidine-4-carboxylique (réaction 9) , tandis que l a  sous-fraction 

A ne réagit qu'à pH 10 c t  donne de l a  lanthionine (+). 

Les solut ions alcalines de thioglycolat e réduisent l e s  liaisons disul- 

fures e t  djxsolvent partiellement l a  laine ( GODDARD et  I I I C I L ~ ~ I S ~ ~ ~ ~ ~ )  (111) , 
tandis que des solutions d ' act~de thioglycolique provoquent simplement une ré- 

duction par t ie l le  de l a  cystine. NIDDLEBROOK et  PHILLIPS (1942) (112) ont 

montré qu'une laine t r a i t ée  par une solution moléculaire d'acide th$oglycolique 

( à pli 4,5 e t  350) contenait 1,89 $ de soufre th io l  e t  que cette laine r édu ih  

ne réagissait plus avec des solutions froides de b i su l f i t e  de sodium : l a  

fraction facilement réductible par l 'acide thioglycolique est  donc l a  fraction 

( A ~ B ) .  :q 
Après réduction de l a  fraction (A + B)  par l 'acide thioglycolique 

(réaction IO),  l e s  groupements thiols apparus peuvent réagir avec l e  formol 

ou l e  dibromométhane (++) 

Avec l e  formol, l a  sous-fraction A es t  transforniée en acide d jenko- 

lique combine ( réaction 11) et  l a  sous-fraction B en acide thiazolidine-4- 

carboxylique combiné (réaction 12). Au contraiite avec l e  dibromdWtane., 

seule l a  sous-fraction A réagit (réaction 11). 

(+) En dehors de son action sur les  liaisons disulfures, l e  formol peut réagir  
avec d'autres groupemen-1;s de l a  protéine (voir  plus loin) ,  

(++) PATTWSON e t  HARRIS, GEIGER e t  HNWS (1941,1942) (113) ont montré qut%i 
t ra i tant  une laine réduite par l e  thioglycolatc, avec des dérivés 4 , . ;fl 

cd -dihalo&nés, on pouvait remplacer les  l iaisons disulfures par d'autres 
liaisons plus stables (réaction 13). 
I \ 1, 
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REhCTION - 13 

Les laines ainsi  modifiées, sont plus résistantes que l a  laine non t ra i tée  
vis-à-vis de réact i fs  chimiques, notamment l e s  a lcal is ,  l e s  réducteurs e t  l e s  
oxydants : par a i l l eurs ,  e l les  sont attaquées beaucoup moins facilement par 
l e s  microorganismes e t  l e s  mites, 
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L'acide djenkolique et  l 'acide thiazolidine-4-carboxylique ont é t é  

identifiés,  par chromatographie sur papier, dans l e s  hydrolysats de laines 

réduites par l 'acide thioglycolique et  t ra i tées  ensuite par l e  fomol ou l e  

dibromométhane (CONSDEN, GORDON, IUGiTIN, 1946) (114) . 
La fraction ( C+D) est Géduite beaucoup plus lentement à pH 4,s par 

1 'acide thioglycolique, mais après réduction cette fraction ne réagit pas 

avec l e  fomol ou l e  dibromométhane. 

2) Les raisons de l a  réactivité variable des l iaisons disulfures de l a  laine. 

La longue sér ie  des travaux de PHILLIPS e t  de ses collaborateurs 

montre donc que l a  cystine de l a  laine peut ê t re  classée en deux fractions 

principales, qui, non seulement ne réagissent pas avec l a  même vitesse, mais 

encore donnent naissance à des composés différents, sous l 'action d'un mgme 

réactif .  



Pour essayer d r  expliquer ceci, PHILLIPS - arguant de résultats expé- 

rimentaux, par a i l leurs  assez peu convaincants- , a émis l'hypothèse que cet- 

t e  réactivité variable dépendait, de la nature des chaînes la térales  qui envi- 

ronn~nt l e s  liaisons disulfures : l a  fraction (A+B) , l a  plus réactive, se ra i t  

au voisinage de chaînes la térales  polaires, tandis que l a  fraction (c+D) se- 

r a i t  environnée par des chafnes latérales non polaires. 

Dernièrement, FhRN:TORTII (1955) (115) a réexaminé certains points du 

t rami1 de PHILLDS, e t  inontré que l'hypothèse précédente é t a i t  insoutenable. 

FARNWORTH a d'abord montré que 1s ~'LEtssification de l a  cystine en 

deux fractions nettement différentes n t e s t  pas aussi nette que l e  croit  PHIL- 

LIPS; on peut en effet  amener l a  fmction (c+D) a réagir de l a  même façon que 

l a  fraction (A+B). Ainsi, si l t o n  réduit l a  fraction (A+B) par l e  bisulf3t.e de 

sodium froid, e t  quc l 'on méthyle ensuite l e s  groupemcnts thiols  apparus, pour 

rendre impossible l a  r e f o m t i o n  des l iaisons disulfures, l a  fraction C+D es t  

alors &galement réductible par l e  bisulf i te  de sodium froid e t  donne naissance 

à des groupements S H  e t  -SSO3Na (réaction 3 ) )  e t  non pas à de l'acide c(- 

minoacrylique ( réaction 4). Au contraire, si l 'on transfome l a  cystine de 

l u  fraction (A+B) en acide djenkolique ( réaction 11) par réduction suivie de 

rcpontage avec CHs12 , l a  fraction (c+D) devient a lors  moins réactivc que dans 

l a  lainc non traitée.  

Pour étudier 1 ' inf luence que l e s  groupements po2nires pourrai ent 

éventuellement exercer sur l a  réactivité des l iaisons disulfures, F W O m H  

n t r a i t é  l a  laine avec de l t isocymate de phényle, qui bloque à l a  fois  . l e s  

groupements basiques e t  l e s  groupements acides des chaînes latérales : l'en- 

semble des liaisons disulfures diune lainc ainsi  t r a i t ée  ne sont plus dduot i -  

b l c s  par 1s bisulf i te  de sodium e t  ne donnent pas de lanthioninc avec les  al-  

cal is .  Ceci nontre bien que llenvironnement de l a  fraction (L"+B) par des chaî- 

ncs polaires, et celui de l a  fraction (c+D) par des chafncs non polaires, 

n 'est  ,pas l a  cause de l a  réactivité variable constatée pour ces deux fractions, 

car s'il en é t a i t  bien ainsi ,  l e  blocage des groupements polaires par lfisocyca- 

nate de phényle ne devrait pas influencer l a  réactivité de l a  fmction (c+D) , 
ce qui n'est pas l e  cas, puisque les  deux fractions deviennent toutes deux 

non réactives. Ce dernier point suggère à Fi1R"rQftSII une c7,utre h m - k è s e  : 



l a  cystine de l a  fraction (A+B) pourrait ê t re  combinée à des tunino-acides à 

chaînes la téra les  ne provoquant qu'un fa ib le  encombrement stérique, tandis 

que cel le  de l a  fraction (c+D) sera i t  au contraire au voisinage d'mina-acides 

dont l e s  chaînes l a té ra les  provoquent un encombremont stérique i-portant, Cet- 

t e  hypothèse permet d'expliquer l e s  différences de réactivité entre l e s  deux 

fractions g e l l e  n'apporte cependant aucune explication au f a i t  que l e s  deux 

fractions peuvent réagir  suivant des mécanismes différents pour donner des pm- :,,a 
1- >. 

dui ts  de d é c o m p ~ t i o n  différents. Ceci 'mène donc FhRNIlORTH à reprendre une 

hypothèse, - souvent &mise,- qu'me par t ie  de l a  cystine de l a  laine au l i e u  

de ponter deux chahes  polypeptidique, pourrait donner des l iaisons i n t r a p e p  

tidiques, comme cel les  qui ont été mises récemment en évidence dms l'ocytocine 

l a  vasopressine e t  1 'insuline. 

On ne dispose .cependant, à l 'heure actuelle, d'aucun argument pour ou contre 

1 'existence d h e .  t e l l e  sqtmchre dans l a  M n e .  

3) Lestravaux d'ALEXANDER : Réaction de l a  c ~ s t i n e  de l a  laine avec des agents 

d 1 oxvdati on. 

De nombreu-ses F:.i,uG-es techniques, ayant tmit à l ' ac t ion des oxydants sur l a  

la.ine,ont é té  entreprises en mison de lrimportance industriel le de l'opération 

de bh.nchiment; par d l l e u r s  une modification de l a  surface écailleuse de l a  

f ibre  sous 1 ' inf  luence de certains agents d1 o~ydat ion l a  rend inf eutmble, e t  
r- 4 

cet te  qualité est  t r è s  recherchée pour certains a r t i c l e s  texti les.  :al 
ALEXANDER e t  ses collaborateurs ont étudié en déta i l  l a  réact iv i té  

de l n  cystine ( également de l a  tyrosine) vis-à-vis du chlore, de l 'acide hypo- 

chloreux, des hypochlorites alcalins,  du permanganate e t  de l 'acide peracéti- 

que. ( ALEIWDER, HUDSON et FOX, 1950 ) (116), (ALM~NDER, GOUGH e t  KITDSON, 1951) 

(117), (ALEXANDER e t  GOUGH , 1951) (118) ,( ALWNDER, FOX e t  HUDSON, 1951) (119). 



, Liensemble de leur expérimentation peut se résumer ainsi  : une solution 

diacide pcracétique à 1,6 % oxyde, en 24 heures, à l a  temp6rature ordinaire, 

foute l a  cystine de l a  laine; après hydrolyse acide de 13 f ibre  oxydée, on 

retrouve dans lthydrolysat toute l a  cystine sous forme d'acide cystéique (+). 
EARLAND e t  KNIGHT (1955) (120) ont .montré que l a  lainc, oxydée par l'acide 

peracétique, ne donne pas de se l  d'ammonium dans les  conditions où normalement 

llctcide cystéiquc donne un t e l  se l ;  ces auteurs pensent, en conséquence, que rs 

l a  laine oxydée contient des liaisons salines t rès  fortes du type (SOJ-. . .NH3+), 

f ornées par action des groupements sulfoniques sur l e s  groupcr;~cnts aminés li- 

bres,-IJESTON (1955) (122) arrive a m  mbes conclusions par l'étude du spectre 

infra-rouge de l a  lainc oxydée. 

- Par a i l leurs ,  ALMiWDW a montrd que l a  cystine de 12 laine pouvait #. .? 
-, m 

être  divisée en deux fractions, de réactivité différent c vis-à-vis des agents 

d 1 oxydation. 

Eh effet ,  si  1tcrci.de peracétique oxyde toute l a  cystinv de l a  laine, il 

y en a 75 $ qui sont oxydés cn 2 heures, tandis que les  derniers 25 $ ne sont 

oxydés que t rès  lentei~cnt (24 heures) ; de même, l e  chlore l ibre ,  1 'acide hypo- 

chloreux, peuvent oxyder toute l a  cystine si l 'on emploie s u f f i s m e n t  de réac-' 

t i f ,  tandis que l'anion hypochloreux ( ClONa à pH 10) e t  les  solutions acides 

de permanganate en oxydent au maximum 25 $. 

Les ,deux fractions de réactivité différente, q u i h L ~ D E R  met en évi- 

dence à l 'aide des agents oxydation, ne semblent cependnnt ,pas avoir de rela- 

t ion avec l c s  sous-fractions de PHILLIPS ( voir plus haut) : ainsi ,  si l ion 

transfome l a  cystinc de l a  fraction (A+B) de PHILLIPS en lmthioninc, par 

action d'un a lca l i ,  .la cystine res tanbréagi t  de l a  même façon, avec l e  chlore 

e t  l'hypochlorite, que l a  cystine dtunc lainc intacte. Il n fy  a pas dfexplica- 

t ion satisfaisante de co phénomène. ALEXANDER suppose que cette réactivité 

(+) SCHIRLE et MEYBECK (1951) (121) ont montré qud l e  chloritc de sodium 
oxydait l a  cystinc de l a  laine en acide cystéique. 



diff érentc vis-à-vis des agents d'oxydation pourrait ê t re  due à 1 rhétérogénéi- 8 q  ,w 
' ' 3  t é  chimique de l a  f ibre  de laine: l a  fraction l a  plus réactive de l a  cystine 

se ra i t  celle &u ciment intercellulaire fomé d'me protéinc cle faible 

poids moléculaire et  l a  fraction l a  moins réactive appartimdmit à des " pro- 

téines " de haut poids moléculaire. 

4) Conclusion. 

Le problème de l a  répartition de l a  cystine dans l a  laine pose 

donc un problème qui est  lo in  d 'être résolu. Il est  certain que l e s  liaisons 

disulfurcs de cet Ano-acide j0uent.u.n rBle primordial dans l a  structure ma- 

cromoléculaire de l a  protéine, et  qu'elles conditionneiit, pour une t r è s  large 

part, l es  propriétés physico-mécaniques de l a  f ibre ,  Il est évident que toutes 

l e s  liaisons disulfurcs nlont pas l a  même réactivité,  mis l e s  raisons de ce 

phénomène sont, à 1 'heure actuelle, purcment spéculatives. Seuls, 1 isolement 

e t  l a  détermination de l a  structure de peptides à cystinc d'une longueur do 

chapnc s u f f i s m e n t  grande, pourra permettre de s e  f a i r e  unc idée sur l e s  rai- 

sons de l a  r6activité variable de l a  cystine do l a  laine, 



F- La réactivité des groupements polaires. 

1) Réactivité des moupements carboxyliques. 

Les groupements carboxyliques l ibres  appartiennent so i t  aux chaînes 

latérales de l 'acide aspartique et de l 'acide glutamique, soi t  aux amino- 

acides C-terminaux des chafnes polypeptidiques; mais une partie de ces grou- 

pements carboxyliques se trouve sous forme de groupements amides, 

BLACKBURN, CARTER e t  PHILLIPS (1941) (123) ont étudié l a  méthylation 

de l a  laine par l e  sulfate de méthyle e t  l e  bromure de méthyle. Des traitements 

répétés au sulfate de méthyle permettent d'introduire dans l a  laine un nombre 

de groupements méthyles supérieur au nombre de groupements carboxyliques l ib res ;  

aussi l es  auteurs émettent-ils l'hypothèse qu ' i l  y a également méthylation da 

certaines l iaisons peptidiques énolisées . BLACKBURN e t  LINDLEY (1948) (12 4) ' 'a 
ont méthylé l a  laine suivant l a  technique de FIZhEKKEL-CONRAT e t  OLCOTT (1945) 

(125) : ils arrivent à es té r i f ie r  60 $ des groupements carboxyliqueg l ibres,  

en t ra i tant  l a  laine par du méthanol anhydre contenant des traces d'un acide 

minéral. Cette réaction a é té  étudiée avec plus de détai ls  par ALEXANDER, 

CARTER, EAFUdNû . e t  FORD (1951) (126) : l a  &action est  cornplèt e en 6 heures 

à 65OC, et  il n'y a aucune hydrolyse des liaisons peptidiques ou amides au 

cours de l 'es tér i f icat ion;  l e  nombre de groupements carboxyliques estérif ia-  

bles diminue avec l'augmentation du poids moléculaire de l 'alcool ut i l isé .  

Ces auteurs ont u t i l i s é  également l e s  époxydes pour es tér i f ier  l a  laine, sui- 

vant l a  technique de FRAENKEL-CONRAT (1944) (127) ; seule 1' épicl-ilorhydrine 

est  capable d 'es tér i f ier ,  dans ces conditions, 50 $ des groupements carboxy- 

liques de l a  la ine;  mais l e s  hydroxyles tyrosiniques e t  l e s  groupements aminés 

réagissent également avec 1 épichlorhydrine, l es  autres époxydes essayés sont 

pratiquement inact i f  S. 
i 4' . .a 

Les laines estérif iées ont une a f f in i té  t r è s  nettement augmentée ". ' 5  

pour les  colorants acides milieu neutre e t  une a f f in i té  t rès  diminuée pour 

l e s  colorants basiques; ces f a i t s  sont en accord avec les  idées généralement 

admises sur l e  mécanisme de l'absorption des colorants acides par l a  laine 

( ALEXDDEB et  Coll. , 1951 ) (128). 
, ca 
- ,"h '.id 



2 )  Réactivité des aroupements aminés. 

Les groupements basiques de l a  laine appartiennent a u  mino-acides 

N-terminaux des chaînes polypeptidiques, e t  aux chaînes la térales  de l a  lysine, 

Cie l targinine e t  de l 'histidine. Ces groupements sont génémlement assez réac- 

t i f s ,  ct par  action de divers réactifs chimiques on peut modifier chimiquement 

l a  laine. 

On peut rappeler i c i  l a  dinitrophénylation de l a  laine étudiée par 

BLICIBm (1950) (129) et ~IIDDLEBROOK (1951) (130). Z m  ct  7iÜRZ (1955) (131) 

ont montré que des laines dinitrophénylées sont beaucoup plus résistantes que 

des laines non t ra i tées  à l 'attaque par des microorganisme's. 

SILVA, STEVENS et SJHErELL (1955) (132) ont étudié l 'action de l 'acide 

bromaCétique sur l a  laine, et  ont conclu que l e s  bromacétates réagissent avec 

l e s  groupes amines de l a  laine; on introduit ainsi  des groupements carboxyli- 

ques supplémentaires dans l a  f ibre  : l e s  laines t ra i tées  de cet te  façon ont 

beaucoup moins d 'affinité que l e s  laines normales pour les  colorants acides. 

Mc PHEE et LPSON (1954) (133) ont t r a i t é  l a  laine par des, solutions 

tamponnées d t  aldéhydes x -éthyléniques, t e l  que 1 ' acroléine, l'aldéhyde cro- 

tonique, etc., i ls pciisent quc l a  réaction peut s e  schématiser ainsi (réackion 

14) 

R-NH2 -!- -1- c CH* = CH-CHO --> RLNB -CHOH - CH =CH2 

Ehfin, d'après JOHNSON (1953) (134), il se produirait une réaction 

de IUNNICH (135) avec les  groupements L -NQ de l a  lysine, lorsquton t r a i t e  

l a  laine par une solution de formol e t  de phénol?. (réaction 15). 

( voir page suivante ) 
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CH-   CH^)^ -NH;! + H-CHO + 
I 
NH 
I 

L'acylation de l a  laine, qui transforme l e s  groupements aminés en 

groupements amidés non ionisables, a f a i t  l 'ob jet de plusieurs études, car 

e l le  permet de préparer des laines qui ne s e  teignent plus par les  colorants 

acides. Les Etablissements KüHLlWN en France ( Brevet Français no 550.033 

11 Avril 1922) e t  l t I , G ,  FARBFN ( British Intelligence Objective Sub, Committee 

report no 1472, HOM Stationary Office, 1947 ) ont mis sur l e  marché des laines 

acétylées . Leur procédé consist e essentiellement à t r a i t e r  l a  laine anhydre, 

à l a  température de 5S°C, par un mélange d'anhydride acétique, d'acide acéti- 

que, d'acide sulfurique e t  d'une amine t e r t i a i r e  (pyridine ou diméthylaniline). 

fLEXANDER, HUDSON et FOX (1950) (136) ont montré que, dans ces condi- 

tions, on pouveit acétyler plus 'de 90 $ des groupements aminés de l a  laine sana 

provoquer une altération des ponts disulfures , LINDLEY e t  PHILLIPS (1947) (137) 

ont trouvé que 1'anhjrdri.de acétique seul, à l 'ébull i t ion,  acétyle tous les  

groupements aminés tendnaux e t  ceux de l a  lysine e t  de ltar@nine, mais la  

f ibre  est  assez nettement altérée par ce traitement. 

FULTH, MEYER c t  BIERLING (1952) (138) réduisent l ' a f f in i té  de l a  f ib re  

pour l e s  colorants acides en l a  t ra i tant  par l e  sous-oxyde de carbone ( 9 4 )  ; 

i ls  pensent qu ' i l  se  produit une mdonylation des groupements basiques 

( -RH-CO-CH2-COOH ) , mais que si l'on prolonge l e  t r a i t  ment, il y a création 

de ponts du type 4H4O-CH2-CO-NH-. 

FL~IWWORTH (1955) (139) a inontré que l a  laine traf t ée  par l'isocyanate 

de phhyle, suivant l a  technique de FRAENKEL-CONRAT (1945) (140), é t a i t  remar- 

quablement iner te  du point dc vue chimique. ( voir plus haut : réactivité des 

liaisons disulfures ) . 



S P W m  (1936) ( l p l ) ,  RUTHERFORD, HARRIS e t  SIIITH (1937) (142) ont 

trouvé qu'un grand nombre de groupements aminés dans l a  laine pouvaient ê t re  

éliminés par l a  réaction avec l'acide nitreux, si l 'on prolongeait l e  t ra i te-  

ment pendant 6 jours; mais, daim ces conditions, il y a oxydation des l iaisons 

disulfures. COCKBURN, DRUCKER e t  LINDLEY (1948) (143) ont montré qu'il  y avait ,  
- 

en outre, destruction de l a  tyrosine au cours de ce traitement. 

3 ) Réactivité des hydromamino-acides. 

Les groupements hydroxyles de l a  laine appartiennent à l a  sérine, à 

La réactivité des hydroqles ctlcooliques a é té  peu étudiée : REITZ, 

FERRFL, FFblBKEL-CONILIT e t  OLCOTT (1946) (144) ont montré que l 'acide sulfuri- 

que à O°C pouvait sulfoner l a  sérinc d'un certain nombre de protéines, y com- 

p r i s  l a  laine. 

Au contraire, l a  tyrosine est t r è s  réactive, e t  e l l e  conditionne, 

pour une bonne part, 10s propriétés chimiques de l a  fibre. 

La tyrosine de l a  laine peut ê t re  méthylée par l e  diazométhane 

( RUTHERFORD, PATTERSOR e t  XNWS 1940) (145). Z f N N  e t  KOELE3 (1950) -146) .- 
a r r i v a t  à ni t re r  toute l a  tyrosine par action de l 'acide nitrique à 70°C. . 

h L m D E R  e t  GOUGH (1951) (147) ont montré que cet amino-acide pouvait, 

comme l a  cystine, ê t re  divisé en deux fractions de réactivité différente vis- 

à-vis des agents dtoxydation : llhypochlorite de sodium ct l c  permanganate de 

potassium, en milieu acide, n'oxydent que 30 $ de l a  tyrosine de l a  fibre, 

tandis que des agents d'oxydation plus puissants, l e  chlore e t  l e  permanganate 

alcalin, oxydent l a  to ta l i t é .  Ces auteurs pensent que l a  fraction l a  plus réac- 

t ive  appitrtient à des polypeptides de faible poids moléculaire. - .  .' - , T i  

. Eh t ra i tan t  l a  laine par une solution alcoolique d'iode (72 heures à 

2 2 0 ~ ) ,  on transfome 96 $ de l a  tyrosine en 3,5-diiodotyrosine (RICHARDS e t  

S P W  1953 ) (148) . 



4) Fomt ion  de nouvelles liaisons trmsversales, 

Les ponts disulfures .entre l e s  chaînes polypeptidiques sont responsa- 

bles, en grande partie, de l t insolubi l i té  de l a  laine dans l e s  solvants polai- 

res, de son gonflement limité dans l t  eau, e t  de sa résistance mécanique rela- 

tiverient élevée à l ' é t a t  humide, L tintroduct;ion, dans l a  molécule, de nouvel- 

l e s  liaisons transversales, pour augmenter l e s  qualités t ex t i les  de l a  f ibre,  

présente donc wi. in térêt  pratiqine considérable, En vue de réa l i se r ,  ceci, un 

grarld nombre de réactifs ont été essayés. Eh général l e s  auteurs n'ont pas dé- 

terminé l a  nature et l e  nombre de .groupements polaires de l a  pzotéiiie. qui réa- 

gissent, mis se sont contentés d'étudier l es  variations d'un certain nombre 

de propriétés des fibres : résistance à l a  traction, é las t ic i té ,  solubil i té 

dam l a  soude ( tes t  de HARRïS voir 2ème partie, chapitre 11) , supercontraction 

(+), résistance aux microorganismes, augmentation de poids des fibres. 
1 I .. 

L'action du formol sur les  protéines a f a i t  l 'objet  de nombreuses 

recherches. La nature des groupements polaires qui peuvent réagir a été étu- 

diée avec beaucoup de détai ls  par F R I 1 E N ~ - C O l R A T  e t  ses collaborateurs (1945) 

(149); ceux-ci ont montré que l e  formol peut réagir avec l e s  groupements amine, 

amide, guanidyle, indol e t  phénol, e t  réduire l e s  l iaisons disv;lfures. 

Les liaisons transversales peuvent s ' é tab l i r  entre l e s  groupements 

amines e t  amides d'après l a  réaction suivante ( réaction 16). 

R-NH2 + HCRO .-) R-NH-CH20H 

(+) Certains réactifs,  t e l s  que l e  bisulf i te  de sodium concentré à 1000C, 
Provoquent l a  contraction de l a  f ibre  en longueur; ce phénomène, appelé 

supercontraction, ne'se produit pas si  l t o n  a introduit dans la  molécule de 
nouvelles liaisons transversales. 



. .  - ,7 

IIIDDLEBROOK (1949) (150) a montré qu'en milieu acide ( p ~  1 à 2)  e t  à 

1000C, l a  laine se combine avec l e  formol; par ébullition de l a  laine fomolée 

dans une solution d'acide phosphorique 0 , l  M , on détruit  l a  combinaison f o r  

mée; seule, une pe t i te  quantité de formol (1,17 $ ) res te  irréversiblement 

combinée avec l a  protéine. MIDDLEBROOK émet l'hypotlièse que l e  formol forme 

des liaisons transversales entre les  groupements amides de l a  glutamine e t  

1 es groupements guanidyles de 1 ' arginine . ;a 
! Y  II 

Plus récemment, ALEXANDER c t  Coll. (1951) (151) ont montre qu'une 

pe t i te  quantité de fo~r.101 se  combine irréversiblement avec l a  laine à 600C 

en milieu neutre, La tenexr en tyrosine de l a  laine formolée diminue; aussi, 

ALEUNDER pense que l e  formol crée des liaisons transversales, par une réac- 

t ion de EL'WNICH (152), entre l a  lysine et  l a  tyrosine, d'après l a  réaction 17. 

1 4 

NH 
I 

NH 
I 

CH I - CH2 - <-\).-OH -.- + HCHO + H2N - ( C H ~  ) 4  -CH --$ 

CO 
I 

I 
CO 
I 

De nombreux agents d'alkylation b i f o n c t i h e l s  ont été essayés sur l a  

laine. On peut c i ter  entre autres l e s  travaux de KIRST (1947) (153), qui u t i -  

l i s e  notamment : l es  éthers chlorométhyliques ( C l  - CH;! -O - CH2 - c l ) ,  l e  

1,3- -bis-chlorométhyl )- 4,6-dyméthylbenzène 

CH2 C l  

e t  .la Q. bromo-VJ -bromacét ophénone. 

. , 8 .  - , . - ,-XL ' - ,JF L ,  



Zm et 1 . h  (1955) (154) emploient l e  1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzène 

Ils obtiennent a ins i  des laines t r è s  résistantes aux agents microbiologiques . 
ALEXANDER, FOX, S,MITH e t  STACEX (1952) (155) u t i l i sen t  des polyéthylène- 

imincs, t e l s  que : 

Jusqulà présent, ces essais ne semblent pas avoir é té  suivis de 

réalisations industr ie l les ,  mais on peut espérer que, dans un avenir proche, 

l a  laine, outre ses norn5reuscs qualités naturelles,  sera dotée de nouvelles 

propriétés qui feront dl e l l e  une f ib re  "irremplaçable ". 



G - La structure stéréochimique de l a  Kémtine (+) 

Ce qui précède montre que l a  détermination de l a  structure chimique 

de l a  laine es t  un problème extrêmement complexe, Pour 6tre résolu, il deman- 

de que l 'on trouve des méthodes qui permettent d'extraire de l a  fibre, sans 

l e s  a l té re r ,  des protéines pures, et  que l 'on détermine ensuite l a  séquence 

des amino-acides dans les  différentes chafnes polypeptiàiques, 

Cette structure chimique une f o i s  établie, il reste à déteminer 

l'arrangement spat ia l  des atomes, c'est-à-dire l e s  distances interatomiques 

e t  l e s  angles des liaisons de valence. Ce problème de l a  structure stéréochi- 

mique des protéines peut némoins  8tre abordé partiellement, sans qu' i l  so i t  

nécessaire de connaître l a  séquence des amino-acides dans l e s  chaînes, grfLce 

à l 'étude des clichés de diffraction qu'elles donnent aux rûyons X ,  

Depuis 1931, ASTBURY e t  ses collaborateurs (156 à 163) se  sont atta- 

chés à é tab l i r  l a  structure stéréochimique des protéines fibreuses et  celle 

de l a  laine en particulier. Ils ont montré notament que l a  f ibre  de laine 

pouvait donner ûux rayons X deux diagrammes de diffraction différents, Le pre- 

mier, qui correspond à 1' d -kératine, es t  fourni par une laine qui n'a subi 

aucun étirement ; l e  second correspond à l a  P -kératine, on l l ob t i  ent lorsqulon 

allonge l a  f ib re  de plus de 50 de sa longueur primitive : ces deux formes 

sont considér6es comme des " stéréoisomères mécciyiiques I l .  

On peut passer de l a  forme DC à l a  forme f i  e t  inversement, en allon- 

geant lentement l a  f ibre  dans l 'eau puis en relachant l a  tension ainsi appli- 

quée. Jusqirià 20 $ d l  extension, l e  cliché de diffraction donné par l a  f ibre  

res te  inchangé (4 -kératine) ; si l'allongement dépasse 20 $ (++) l a  photo- 

graphie originale commence à se  modifier e t  l e s  changements deviennent nette- 

ment cpparents lorsque l'allonger~ent est de l 'ordre de 35 $, i ls atteignent 

l eur  maximum pomun nllongement de 70 %, on obtient alors un d i a g r m e  typique 

d e p  -kérctine. En opérant dans l a  vapeur ou dans l e s  solutions alcalines on 

peut obtenir un allongement de 100 % ( l a  f ibre  a doublé de longueur). 

----- 

(+) L'exposé détai l lé  de cette question sor t  du cadre de ce travail ;  nous nous 
sommes contentés de l a  résumer brièvement, 
Pour de plus amples renseignements nous renvoyons à l'ouvrage suivant : 
Thé Protéins, Volume 1, Partie b, Chapitre 4. (B. NIURATH e t  K. BAILEX 
éditeurs) -Academic Press Inc . New-York. 

(++) Pour obtenir des allongements dépassant 20 $, il faut opérer dans l'eau, 
sinon on observe une rupture de l a  fibre. 



1) La structure de l a  D -kératine. 

Le diagramme de diffraction des rayons X de l a  -kératine mon5xe 
O 

qu' i l  y a un motif d'une longueur de 3r3 A , qui se  répète tout l e  long de , 

l!axe de l a  f ibre,  e t  deux réflexions t r è s  nettes perpendiculaires à l 'axe : a 

O O 
l'une égale à 9,8 1~ - comme dans l'oc -kératine - e t  une autre égale à 4,65 d 

e t  faisant un angle droit avec l a  première. 

Ce diagramme est typiquement un diagramme de f ibre  e t  il ressemble de 

t r è s  près à celui que donne l a  soie. 
' . . 

O 
. * 

Le motif d'une longueur de 3,3 A est  celui de l1 l 'épine dorsale Il 

dçs chaînes peptidiques ( voir figure 5)  cette distance correspond à celle 

3 
d lune chaîne peptidique en é ta t  de presque complète extension. La distance 

O 
ré t iculai re  de 4,65 ;L correspond à l a  distance qui sépare l e s  &;pines dorsa- 

l e s  l1 des deux chaînes polypeptidiques, ces chaînes sont l i6cs entre elles par 

des liaisons hydrogène qui slétablissen% entre l e s  groupements NH e t  CO voi- 

sins. 

Les différent@ chaînes polypeptidiques ainsi  rassemblées forment des 

" gr i l l e s  I l ,  l e s  chafnes latérales des Lamino-acides sont situées pcrpendicu- 

lairerilent à ces l1 g r i l l es  I l .  La/> -kératine serai t  ainsi  formée par un ensem- 
O 

ble  de "grilles" parallèles, distantes l e s  unes des autres de 9,8 d .  ans 
O 

l a  soie, l'espacement des llgrillesll n'est que de 4.5 à 6, l  A,  car l e s  chafnes 

la térales  sont moins encombrantes que dans l a  kératine). 

2 )  La structure de 1' o( -kératine. 

Llinterprétation du diagramme de diffraction des rayons X donné par 

1' --kératine, - c'est-à-dire par l a  f ibre  non é t i rée  -, est beaucoup plus 

d i f f ic i le .  

La longueur du motif structural  s'accorde avec u n  repliement des ch&- 

nes polypeptidiques, et  l e  passage de l a  forme a[ à l a  forme s ' explique 

par l e  l1 déi~lissage des chafnes. 

La forme exacte de ce ' lplill  n'est cependant pas encore élucidée. 

Pour ASTBURY e t  BELL (164) l a  structure de 1' A-kératine doit répondre 

aux cinq conditions suivantes : 



l a  f ibre ,  

NH 
1 
CO 

l 
HC- R 

l 
NH 

I 
CO 

1 - R --. CH 
1 

(2) 
UiJS 

FIGURE - 5 LIL:  t 

Représentation schématique de ln  structure de l a  P -kératine, 0 
( l ) - S c h b  d'une "gril le" formée par un assemblage compact de c h a h s  poly- 
peptidiques e t  montrant l e s  intemalles  qui séparent l e s  "épines d ~ r s a l e s ~ ~ d e  
ces chahes,- 2)-vue en coupe de t ro i s  "grilles" parallèles, montrant l 'es-  
pacement (9,8 8 ) produit par 1 teneombrement dG aux chaînes latérales. Lés 
g r i l l e s  peuvent êtrei,r&mies entre e l les  par des l iaisons disuifures, ( ~ f a ~ r è a  
W.T Astbuyy e t  H.J. Woods, ~ h i l . ~ r m s . ~ o ~ . ~ o c .    ond don) 232,333 (1933) ) @  im 



- CO -- 
(HI 

2 1 

CO 
I 
CHR (B) 

I 
1 

axe de. la f:.?zre 

Co (BI 
\ 
CHR- NH - (H 

-Y 

H= Chaîne latkrale au 
dessus du plan, 

B= Chafne la térale  au 
dessous du plan. 



O 
1°) Les p l i s  doivent se  répéter à une distance d'environ 5,1 ~1 . 
2O) L ' "épine dorsale 'I d'une chaîne peptidique dans 1 'X -kératine 

doi t  avoir une longueur égale à environ l a  moitié de ce l le  qu'elle a dans l a  

p -kératine ( cet te  condition pemet t ra i t  d'expliquer l~allongemcnt de 100 % 
que l 'on peut f a i r e  subir à l a  f ibre).  

30)  Comme l c  montrent l e s  résul ta ts  expérimentaux, l a  densité doit  

r es te r  l a  même après allongement ( so i t  1,3), 

40) Chaque p l i  doit contenir t r o i s  résidus d ' amino-acides. En effe t ,  

dans une chaîne polypcptidique , en é t a t  de complète extension, chaque résidu 
O O 

a une longueur do 3,5 A , il s'ensuit que cet te  longueur doit ê t re  de 1,7 A 

environ dans une chafne contractée à l a  moitié de sa longueur primitive; par 

conséquent l e  nombre de résidus par p l i  es t  de = 9 .  
Ir7 

S O )  Lcs chafncs la téra les  des amino-acides doivent se place* alterna- 

tivement de chaque côté du plan formé par ce p l i .  

Sur ces bases, ASTBURY c t  BELL, . ont construit un modèle de 1 '.i -kéra- 

t i n e  qui respecte l e s  distances interatomiques connues pour l c s  composés orga - 
niques ( voir  f igure 6) .  

La représentation, donnée par ASTBURY pour 1' 9 -kératine, a é té  

t r è s  controversée, e t  d'autres formes de "pli" ont é té  proposées, 

3)  La structure en hélice de PAüLING-COREY, 

PAULING e t  COREY (165) ont déterminé avec une t r è s  grande précision 

l c s  distances interatomiqucs e t  l e s  angles des l iaisons dc valence dans l a  

chaîne peptidique, i l s  on ont concLu que l e  modèle donné par ASTBURY pour 

l tg -kératine es t  incompatible avec leurs résultats .  

Un caractère particulièrement important de l a  s+ructure do l a  chafne 

pcptidique cs t  l a  planéité du groupe amide; en effe t  l e  groupe &de est hy- 

bride de résoyinance entire l e s  deux structures électroniques, e t  l a  résonamce 

ne peut s ' é t ab l i r  que dans l e  plan : 



PAüLING a h e t  par a i l leurs  que dans 1 ' 4  -kératine e t  dans l e s  poly- 

peptides synthétiques, chaque groupe amide forme avec ses voisins l e  maximum 

de liaisons hydrogène possibles, e t  que ces groupes amid-es ont l a  configum- 

t i on l1  trans . 
21 par t i r  de ces données, PAüLING montre, à l ' a ide de modèles mol écu- 

la l res ,  que l a  seule configuration stéréochimique possible pour une chdne 

polypeptidique sous forme de p l i  alpha est  une hélice alpha, 

L'hélice alpha a av i ron  3,60 résidus dtamino-acides par spire, so i t  

18 résidus en 5 tours, PAüLING avait a l c u l é  que l a  pas de l ~ h é l i c c  devrait 
O O 

être de-5,4 A , ce qui représente unç valeur de = l t 5  11 par résidu 

d'amine-acide dans l a  direction de l 'axe de l 'hélice (+). 

PERU'TZ (166), en 1951, confirma ces vues de PAüLING, en montrant que 

1 es polypeptides sunthétiques donnent aux rayons X une réf lexi on correspondant 
O 

S. un motif d'une longueur de 1.5 3 ; cette réflexion est minteliant reconnue 

comme caractéristique dtun certain nombre de protéines du type 4, -kératine. 

La structure en hélice n t  est cependant pas pleinement satisfaisante -a 
dans l e  cas de 1 1 %  -kératine, notamment e l l e  n'explique pas l a  réflexion t r è s  

O 
caractéristique à 5.1 A donnée par l e s  protéines de ce type, de plus l a  den- 

s i t é  de l a  kératine est nettement plus élevée (1.3) que celle prévue par l a  

fome en hélice (1,15). 

Pour sumonter ces difficultés PAüLING e t  COREY ont perf octionné leur  

théorie: i l s  supposent q ~ c  l a  kératine aïpha serai t  formée de cables à sept 

brins (chaînes polypeptidiques), composés de s ix  hélices alpha enroulées au- 

tour d'une hélice alpha centrale. Ces c6bles à sept brins seraient groupés en 

faisceaux hexagonaux e t  l es  interstices laissés entre eux seraient r a p l i s  

d'hélices alpha additionnelles. 

Le problème de l a  structure stéréochimique de l a  kératine alpha est  

donc loin  d 'être résolu, 

Ces études ont cependant eu jusqutà présent un Unmense intérêt  : celui 

de montrer l a  parenté de configuration stéréochimique entre l e s  polypeptides 

synthétiques, l a  kératine de l a  laine, des cheveux, de l a  corne, les  protéines 

du muscle (ixyosine) , l e  fibrinogène du sang, e t  l e s  f lagelles bactériens. 

(+) On peut s e  représenter l a  chafne polypeptidique en h6lice sous 'fome dtun 
cscali e r  en sgira le  dont l e s  marches figurerai  nt l e s  restes d t arnino-acidos ; 

l a  valeur de 1,5 A correspond alors h l a  hauteur de l a  marche de l tescal ierr  
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D E U X I E M E  P A R T I E  

R E S U L T A T S  P E R S O N N E L S  

TECHNIQUES EXPERWTALQ 

1) Matériel. 
Les expériences sont effectuées sur une laine ~ é r i n o s  100-105 non 

médullée, (diamètre moyen 22 P ), lavée industriellement, mais dans des condi- 

tions assez douces pour qu'il n'y ait pratiquement pas dfaltération chimique 

de l a  fibre, Pour l e s  expériences d'hydrolyse par des agents chimiques on 

u t i l i s e  un t issu léger; l e s  hydrolyses enzymatiques sont réalisées sur du ru- 

ban peigné, 

La laine après rinçage prolongé e t  séchage, est dégraisage pen- 

dant 4 heures par l 'éther sulfurique dans un appareil de Soxhlet, L1lmmidité 

es t  déterminée sur chaque échantillon, tous l e s  résultats de dosage se  rappor- 

tent donc au poids de laine anhydre. 

II) Dosage de  ItAzote. 

Il est  effectué par microkjeldahl. 

III) Dosape du S0ufh.b- thiol et  disulfure. 

Nous .avons u t i l i s é  l a  technique de SHINOlUU (1) légèrement modi- 

fiée,  celle-ci n'étant d'ailleurs elle-meme qu'une modification de la méthode 

de FOLIN (2). 

, S P W  (3) a f a i t  une étude critique de cette technique, mon- 

trant qu'elle é t a i t  excellente pour l'évaluation de l a  cystine dans la  laine, 



mais beaucoup moins intéressante p a r  celle de l a  cystéine, qui peut 8tre  

partiellement détruite pendant l e  .traitement dthydrolyse précédpat l e  dosage 

lui-même. Puisque l a  laine, qui n'a pas é té  soumise à un traitement réduc- 

teur, ne contient que des traces de cystéine, nous avons adopté cet te  méthode, 

nous contentant de doser l a  somme de l a  cystéine et  de l a  cystine   ouT Ti"^ 
th io l  + Soufre disulfure ). 

, Le groupement thiol  de l a  cystéine est oxydé en disulfure par un 

excés d'acide phospho-18-tungstique, ce .dernier étant réduit quantitative- 

ment en un composé d'un bleu intense, d'après l a  réaction: 

L Jintensité de l a  couleur bleue, qui peut ê t re  mesurée par une des 

méthodes calorimétriques habituelles, est a lors  proportion9clle à l a  quanti- 

t é  présente de soufre thiol. 

Lorsquton veut doser l a  cystine, on l a  f a i t  réagir  simultanément 

avec du bisulf it e de sodium e t  1 'acide-18-phosphotwigstique ; il se  produit 

alors l e s  réactions suivantes : 

2 R-S-S-R + 2S($NaI3 --$ 2 R-SH + 2 R-S-S(ljNa 

2RSH + 2 P2%H6 ( ~ 0 ~ ) ~  -f R-S-S-R + 3 0  + [P20gII6 ( ~ 0 ~  )1J2 W205 

R = HOOC -CH-CH2 - 
t 
NH2 

Ces équations montrent qu'une mole de complexe coloré est  formée ' 

à pa r t i r  de deux moles de cystine, mais une mole de cystine est formée à 

nouveau e t  cette dernière peut à son tour réagir  avec l e  bisulf i te  de sodiuai - 

e t  l 'acide phopho-18-tungstique. Finalement, une mole de cystine donne une 
,& 

mole de complexe coloré. 

Lorsque l'hydrol ysat contient à l a  fo i s  de l a  cystéine e t  de l a  

cystine, e l les  peuvent ê t re  dosées en u t i l i san t  l e  f a i t  qu'une mole de th io l  

donne une mole de complexe coloré en présence de bisulf i te  de sodium 
I 



(voir réactions page tandis q~ ' une d d - m o l e  seulement est  for- 

mée en l'absence de ce dernier, 

On a par conséquent : 

1)  Eh présence de bisulf i te  de sodium 

(complexe coloré) 4 R-SH) +(R-SS-R) 

2)  En l'absence de bisulf i te  de sodium 

(complexe coloré )= 1/2 (RSH) 

Pratiquement l e s  hydrolysats de protéine contiennent des agents 

réducteurs, autres que l a  cptéine,  qui sont capables de développer une col- 

ration b1eu:e avec 1 'acide-18-phosphotungstique g de plus, comme 1 ' ont montré 

KOLB e t  TOE3liIS (4) l e  bisulf i te  de sodium lui-môme produit lentement cet te  

même coloration en présence du réactif ;  il est  donc nécessaire d'eff ectuer 

une correction, Celle-ci est  déterminée en.se basant sur l e  f a i t  que l a  cys- 

téine réagit avec l e  chlorure marcurique d'après l a  réaction : 

2 R-SH + Hg C l 2  v R-S-Hgd-R + 2 C1H 

Ce mercaptide ne développant pas de coloration avec ltacide-18- 

phosphotungstique, toute coloration formée est  due à des agents réducteurs 

étrangers. Il s u f f i t  donc d'effectuer simultanément deux essais : 1 'un, 

appelé " blanc", en présence de chlorure mercurique, e t  l 'autre en l'absence 

de ce réactif;.  en déduisant de l ' in tensi té  de colora-kion de ce dernier cel le  

donnée par l e  ,'lblancll, il est possible d'évaluer l a  somme cystéine-cystine 

en présence d'autres réducteurs. 

Réactif S. 

1- Solution de référence de L-cystine (+) 5 x lom3 ,dans C1H 09 2 8. 

2- Tampon acétate. 

Acétate de sodium cr i s ta l l i sé  

Soude en écail les 

sont dissous dans de 1' am dis t i l lée .  On amène à un litre., 

10 m l  de cet te  solution tamponnent, au pH 5 , l  , 10 m l  dh.n hydro- 

lysat chlorydrique 13. 

(+) L-cystine de HOFFMANN-LAROCHE 
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3- Solution de bisulf i te  de sodium 1 g. 

Cette solution est  fa i te  avec du bisulf i te  de sodium 3 5 O  B. et  

ajustée par dosage iodométrique. 

Sa conservation à l 'abri  de l a  lumibre est dienviron un mois. 

4- Solution de chlorure mercuriaue .O,I M. 

5- Réactif phosphotunmtiaue. 

L'acide$~oqpb.l&tungstique a été préparé d'après l e s  indications 

de CRISTOL (5). 
Dans un ballon de 1 l i t r e  mun i  d'un r6frigérant à reflux, dissoudre 

à chaud 250 g de P293 Na6 ( w o ~ ) ~ ~ - ~ ~ . H ~ o  :: dans 25 m l  d'eau d i s t i l l ée  e t  suf- 

fisamment .de PO4H3 à 85 $ pour neutraliser l e  .mélange, puis a jouter un m h s  

de POqfI3d'environ 50 m i  Porter doucement à l 'ébullition et maintenir celle- 

c i  pendant huit  heures; l e  mé3ange prend une teinte foncée, due à l a  .forma- 
-= 

t ian de dérivés d'oxydes infdrieurs de tungstène. Réoxyder par 5 m l  dreau de 

br8me et; concentrer l a  solution jaune obtenue jusqutà consistance sirupeuse; I 

par refroidissement, l a  solution se  sépare en une couche supérieurs claire, 

renfermant 1' excès de P04H3 et l e  phosphoduodécitungstate de sodium n a  trans- 

formé, et  en une couche jaune inférieure bientbt en voie de cr is ta l l isat ion 

correspondant au phapholutéotungstate de sodium. Après refroidissement complet, 

isole-,. l es  cristaux jaunes par f i l t ra t ion  sur entonnoir de porcelaine filtran- 
l 

t e  et  les  recr i s ta l l i se r  dans l e  minirnm d'eau. Le phospholutéotungstate de 

sodium répond à l a  formule PsOgNa6 ( ~ 9 ) ~ ~  22 H2O e t  se présente sous fome 

de cristaux jaune citron, t rès  solubles dans lteau. 

Nous avons u t i l i s é  corne réactif ,  une solution renfermant 0.35 male 1 
de W? par l i t r e  so i t  95 g. de phospholutéotungstate de sodium. 

La conservation de cette solution est de plusieurs mois. 

Mode opéxatoire. 

Il comporte 2 opérations distinctes 

a) Hydrolyse de l a  protéine 

b) Dosage du Soufre (thiol + disulfi re) sur 1 Ihydrolysat pro- 

t éique. 



a) -lyse de l a  protéine. 

0 , l  g de la ine ou de protéine es t  hydrolysé durant 4 heures au ré- 

f rigérant à reflux ( joints rodés) par 20 m l .  C l H  s, l a  solution es t  ensuite 

étendue à 100 ml, 

Lorsque l e  dosage est  effectué sur  des hydrolysats par t ie ls  de laine, 

on détermine, par l e  doaage d'azote, l a  quantité d'hydrolysat q u f i l  faut préle- 

ver pour qu ' i l  contienne 100 milligrammes de proteine et  on l u i  a joute une 

quantité calculée de C ï H  e t  d'eau pour obtenir finalement 20 m l  de C1H !5N; 

après hydrolyse on complète également à 100 ml 

b) Détermination du Soufre (thiol  $ disulfure), 

d i t ,  

On exécute parallèlement l f e s s a i  à blanc e t  l e  dosage proprement 

Essai à blanc. 

, Dans une f io l e  jaugée de 50 m l  on introduit successivement e t  dans 

1 ordre : 

10 m l  de 2ampbn acétate. 

3 m l  de solution de b i su l f i t e  de sodium. 

10 m l  d fhydrolysat à doser. 

3 m l  de solution mercurique. 

Après 4 minutes : 

4 m l  de Réactif phosphotungstique. 

On complète à 50 ml 

Dans une f io l e  jaugée de 50 m l  on introduit l e s  mhes quantités 

de réact i fs ,  mais on omet d'ajouter l a  solution de chlorure mercurique. 

On la isse  l a  coloration se  développer 20 minutes e t  on lit les  

intensités de coloration à 1 télectmghotomètre MEUNIER, en se  servant du fi l-  

t r e  65. L'intensité de référence est  celle donnée par  1 ml de l a  solution de 

L-cystine 5 x 10 -3 N. - 



I V  ) Dosage de l a  Fyrosine. 

Nous avons u t i l i s é  une modification de l a  méthode de LUGG (1937) (6). 

Principe, 

On évalue à l r a ide  drun électrophotomètre l t in tens i t6  de l a  coloration 

rouge que donne l a  Tyrosine avec l e  réact i f  de MILLUN. 

Réactifs. 

1- m i o n  de référence de L-T~rosine. 

5 x 10- M. dans SO4H-2 1 $ - 
2- Solution A, 

Acide sulfurique 5 a, 
3- So.lution B. 

Dissoudre dans l'eau d i s t i l l é e  : 

Sulfate Mercurique 75 F. 

Chlorure Flercurique 55 g 

Sulfa&e de s o e m  anlrydre 70 g, 

Acide sulfurique 66 O B. 125 g 

Compléter à 1 l i t r e .  

4- =ion C, 

Solution B 500 ml. 

Acide sulf'urique 1 N b  500 ml, - 
5- Solution Q. 

Dissoudre dans 600 ml d'eau d i s t i l l é e  : 

Sulfate Nercurique 

Chlorure Mercurique 

Acide sulfurique 560B. 

A jouter ensuite:Acide sulfurique 660B. 

Coinpléter 1 l i t r e  après refroidissement. 



6- Bolut.ion E. 

Ni t r i te  de sodium IM. - 
Mode opératoire. 

Il comporte deux parties : 

1)  Hydrolyse de l a  Protéine. ...................... 
O ,  lg de laine ou de protéine est hydrolysé durant 6 heures 

au réfrigérant à reflux (joints 28dés) par 10 mi. S04H2 5 N .  (solution A ) ,  

l a  solution est  ensuite amenée à 25 ml .  

2) Détermination de l a  Tyrosine. 
-----------DU-------- 

Dans une f io le  de 25 ml ,  on introduit 5 m l  de lthydrolysat 

sulfurique précédent et 5 m i  de l a  solution B; on porte l a  f io le  au bain- 

marie à 60/650~. pendant 30 minutes. On l a  laisse ensuite refroidir, pendant 

une heure, dans un bain dfeau froide e t  on f i l t r e  dans une f iole  jaugée de 

25 m l  pour éliminer l e  précipité qui s t e s t  formé. On lave l e  f i l t r e ,  en plu- - 

sieurs fois,  avec 10 à 12 m l  de l a  solution C,  e t  on recueille ces solutions 

de lavage dans l a  f iole  jaugée, on complète à 25 ml avec l a  solution C ,  e t  

on ajoute alors 0,5 m l  de l a  solution E. Il se développe une be3le coloration 

rouge. Après 2 minutes on lit l ' intensité de l a  coloration à llélectrophoto- 

mètre PIEUNIER en se servant du f i l t r e  46. 

Pour tenir ' coi$te, éventuellement, de l a  coloration jaunatre 

de llhydrolysat, on f a i t  un essai à blanc" dans lequel on om& d'ajouter 

l e s  0,s m l  de l a  solution de n i t r i te .  

L'intensité de référence est celle donnée par 1 ml de l a  

solution de L-Tyrosine 5 x 10' 3 g. 

V ) Chromatographie de partage sur papier. 

Cette méthode a été  décrite pour l a  première fois  en 1944, par 

GORDON, MARTIN, SYNGE et CONSDm (7). Nous rappellerons brièvement son prin- 

cipe, La séparation des différents constituants du mélange est fondée sur -- '-2a 
leur8 coefficients de partage différents , entre deux phases liquidesa rWA qt.%tm- 

sg l t au t r e  orgCmique. La phase aqueuse est stationnaire et  retenue sur un 



support solide (lb .feuille de papier), l a  phase organique est mobile l e  long 

du support; il y a, en quelque sorte, lixiviation de l a  première par l a  se- 

conde, e t  l e s  différents composants du mélange à séparer sont entrdnés par 

l a  phase mobile, d'autant plus rapidement qu'i ls  y sont plus solubles. 

On appelle Rf d'une substance l e  rapport de l a  distance parcourue 

par celle-ci. depuis sa ligne de départ à l a  distance parcourue par l e  solvant. 

Chaque Elmino-acide ou polypeptide, pour un système solvant donné e t  

dans des conditions expérimentales identiques, peut donc être caractérisé par 

son Rf. 

Au cours de notre travail ,  nous avons u t i l i sé  l e  papier InIhatman nO1 

e t  comme solvants : l e  phénol saturé d'eau en atmosphère amriloniacale, e t  l e  

mélmge butanol/acide acétique/eau. 

Le  phénol &?,turé d l e ~ u ' s 2 6 b ~ f & e a  atrj$& dans une ampoule à décanter du phé- 

nol avec un excès d'eau; on la isse  décanter assez long'cemps, et  l a  couche 

de phénol saturé d'eau est soutirée. Le mélange butmollacide acétique 

(PARTRIDGE 1948) (8), se pkpare de l a  façon suivante : dans une ampoule à 

décanter, on verse 40 ml de n-butanol, e t  10 ml diacide acétique cristall isa- 

ble. Après agitation, on ajoute 50 ml dieau d is t i l lée  e t  on agite énergique- 

ment. On la i sse  d6canter une demi-journée e t  on récupère l a  couche supérieure 

homogène. 

A l a  f i n  de l a  chromatographie, l e  papier est séché à l'étuve vers 

100/105~ C. et révélé par l a  ninhydrine ( hydrate de tricétohydrindène) à 

0,1$ dans l e  butanol saturé d'eau. Le chromatogramme est développé rapidement 

à l 'étuve entre 80 e t  100° C; lorsqulil  y a de pet i ts  peptides, l e  temps de 

chauffage doit ê t re  plus long. La lecture du chromatogramme se f a i t  immédia- 

tement en lumière transmise, e t  on affecte alors chaque tache d'un coefficiesit 

estimé diap&s l ' intensité de coloration e t  l a  surface des taches révélées à 

l a  ninhydrine ( D ~ T )  (9). 

Pour chaque chromatogramme, on peut ainsi é tabl i r  un tableau des 

proportions relatives des différents acides aminés. Les chromatographies cn 

deux dimensions ont été réalisées avec comme premier solvant l e  système butanol/ 

acide acétique/eau, l e  deuxième solvant étant constitué par Ir: système 

ammoniaque ( 3 6). 



VI) Chromatoqaphie sur résines à échange d'ions. 

Nous avons é té  menés à u t i l i s e r  l e s  résines à échange dfions pour 

l a  séparation des hydrolysats par t ie ls  acides ou enzymatiques de laine, en 

vue de leur  étude par l a  chromatographie sur papier. Les résines à échange 

de cations sous forme @ ( S p e  polystyrène sulfoné : Amberlite 1.R.C 120, 

50) fixent tous l e s  amino-acides qui peuvent Qtre  élués par des solu- 

t ions ammoniacales diluées. Après concentration de l té luat  ammoniacal, on 

obtient une aolution d ' acides aminés, parfaitement déminéralisée, qui peut 

ê t re  étudiée finalement par l a  chromatographie sur papier, 

Les résines à échange dlanions (ty-pe Déacidite 200, Amberlite I R  4 B) 

f ixent l e s  acides aminés dicarboxyliques e t  l e s  peptides acides. ~ ~ é l u t i o n  

par l 'acide acétique g/10 ou N, par l 'acide chlorydrique, permet de déplacer 

sélectivement l e s  composés à caractère acide. 

Sur l e  plan technique, l e s  hydrolysats sont d'abord passés sur une 

colonne remplie d'une résine à échange de cations. ( Permutite 50 ou Amber- 1 

l i t e  IRC 120 : gmins 50-100), régénérée par de l'acide chlorydrique 2 3,  
e t  lavée abondamment avec de l'eau d i s t i l l ée ,  Après écoulement lent  de lrhy- 

drolysat sur  l a  colonne ( quantité de résine variable, suivant l'hydrolysat, - 
de 20 à 50 g.), l a  résine est lavée avec de l'eau d i s t i l l ée ;  enfin, 1 

est  réalisée successivement avec des solutions d'ammoniaque 0,3  e t  2 g. 
Ltélution de l a  plus grande partie des acides aminés corilci.de avec l e  pqssage . 

de ltammoniaque au bas de l a  colonne ( voir à ce sujet BOULANGER e t  BISERTE) ' - 

(10) 

L'éluat ammoniacal qui contient tous l e s  acides-aminés, à ltexclu- 

sion de tous l e s  cations minéraux, es t  concentré so i t  par d i s t i l l a t ion  à 37OC. ' 

sous pression réduite, so i t  par ventilation d 'a i r  froid. Certains peptides à - 

caractère acide ne sont pas retenus par cet te  résine à échange de cations; 

i ls  se  retrouvent dans l e  premier effluent, a insi  que dans l e  liquide de la- 

vage qui s u i t  l'écoulement de lthydrolysat. On f a i t  alors passer cet effluent 

sur  une résine à échmge d'anions ( ~ é a c i d i t e  200 ou Amberlite I R  4 B : grains 

50-100, régénérée à l tacétate  de sodium ~ / 4 ) .  Les peptides acides fixés sur  - 
l a  col~nne sont élués sélectivement e t  successivement par des solutions d'a- 

cide acétique 2/10, IV/l e t  d'acide chlorydrique ~ / 4 .  Les divers éluats a insi  - 
obtenus sont concentrés sous pression réduite à 37OC.(voir à ce sujet  BISERTE, 

BOWGm e t  COURIPOT) (11). 



HYDROLYSE CHIMIQUE MiENAGEE FN MILIEU ACIDE FAIBLE, 

l'JEUTRE EIP ALCALIN 

Lorsque nous avons entrepris ce t ravai l ,  plusieurs auteurs venaient 

de montrer uye celrtains amino-acides étaient l ibérés préférentiellement au 

cours de 1 'hydrolyse ménagée des protéines. 

PARTRIDGE e t  DAVIS (1950) (12) cvaient mis en évidence que l 'acide 

aspartique é t a i t  l e  premier ûmino-acide l ibéré de substrats protéiques t e l a  

que 1' ova ibdne ,  l a  gélatine, l 'insuline, au cours de 1 'hydrolyse par l'a- 

cide oxalique C,25 -. BLACKBURN (13) opérant sur l a  .laYie, avait signalé que i4 pour de faibles concentrations en ions .hydrogène, l 'acide aspartique es t  dé- 1,- 

taché l e  plus rapidement, tandis que d'autres amino-ackdes, notamment l e  

glycocolle, apparaissent quand l a  concentration do 1 'acide augnent e. DESUNELLE 
.: 

e t  BONJOUR (1950) (14) avaient i n d s t é ,  au contraire, sur l a  moindre résistan- 

ce des liaisons du glycocolle au cours de llliydrolyse alcaline. 

Nous nous sommes donc proposé de préciser l es  modalités de l a  libé- 

ration des ainino-acides et  des peptides au cours des hydrolyses ménagées en 

milieu acide fo r t ,  acide faible,  neutre e t  alcalin,  Comme d'autre part il 

nous semblait intéressant de connaftre l e  genm d1 lla.ltémtionll que subit l a  

l S n e  par hydrolyse dans l e  processus de teinture, nous avons souvent choisi 

des conditions expérimentales qui se rapprochent de celles ut i l isées  lo rs  de 

1lapplica'-ion des co lo r~n t s  sur  l a  f ibre  (+) ( PIGACHE e t  BISERTE 1951) (15). 

(+) Nos milieux d'hydrolyse ont des compositions voisines des "bains l1 u t i l i -  
sés en teinture mis i ls ne contiennent n i  colorants ( teinture à blanc) n i  
sulfa te  de soude. Ce dernier composé a pour r81e de retarder l a  montée du CO- 

10-t sur l a  f ib re ;  récemment PERYMAYN (1954) '(16) a montré que l e  sulfa te  
de soude, pour des concentrations a l lant  jusqutà 9,2 41, avait peu d'action 
sur l a  laine dans des conditions de pH a l lan t  de 1,7 à 6,8, 

Nous pensons donc que nos résultats auraicnt é t é  pratiquement identiques 
avec de véiitables bains de teinture ", l'hydrolyse de l a  laine étant fonc- 
tion uniquement du pH, de l a  température du milieu, e t  du temps de traitement, 



Afin de mieux préciser l'importance de cet te  " altération par hydre- 
- ,, :, 

lyse, nous avons suivi l e s  taux d'azote e t  de soufre ( thiol  + disulfure ) : I 
solubilisés, . , .: 4 

A ) HYDROLYSE EN EELIEü ACIDE FAIBLE OU NEUTRE. 

1: Conditions exp8rimentaleg. 

Des échantillons de 5 g. (poids anhydre) de . laine ( t i s su  léger) 

sont t ra i tés  à l 'ébull i t ion,  sous réfrigérant à reflux, pendant des temps 

variables,par 100 ml des milieux suivants : (+) 

no1 - acide acétique $/50 ( pH 3,2) ( quantité d'acide calculée par 

rapport au poids de laine anhydre : 2,4 $) . 
no2 - solution de bichromate de potassium u200  e t  diacide sulfuri- 

que y 6 6  ( pH 1 , ~ )  ( so i t  3 % d'acide sulfurique e t  2,94 % de bichromate de 

potassium par rcpport au poids de laine anhydre, 
8 

no3 - Solution de bichromate de potassium $/200 ( pH 4,5) LILLE 

n04 - eau d i s t i l l é e  bouillie. 

O 
L 'hydrolysat est a s u i t e  f i l t r é  bouillant sur un entonnoir en verre 

f r i t t é  n04,pour éliminer l e s  fibres de laine en suspension. Au cours de tous 

ces traitements, il se produit, lors du refroidissement de lfhydroly:at, un 

t r è s  léger précipité blanc gélatineux (++) , 

D'autre part, il faut noter qu'en même temps on observe des varia- 

t ions de pH, celles-ci sont dûes à l a  sal i f icat ion de l 'acide par l e s  groupe- 

ments basiques de l a  laine e t  de ses produits de dégradation, dans l e  cas des 

solutions contenant du bichromate de potassium ces variations sont plus impbr- 

tantes, car l e  chrome se  f ixe sur l a  laine à l t é t a t  de Cr203 e t  une certaine 

quantité de potasse est libérée, ce qui tend à augmenter l r a l ca l in i t é  

( CARLEPIE, ROWE e t  SPEAIQUX 1946) (17"). . 
I 

(+) Le milieu nO1 est  u t i l i s é  cians l a  teinture des 11 coiorants fouionsl1. 
Les milieux n02 e t  3 sont u t i l i sés  dans l a  teinture des colorants chro- 'J 

matables ". 
(u) Voir à ce su je t  l e s  travaux de ZdWi ( 1950 ct i955) (~8  e t  119) : sur  l e s  

gélatines de laine extraites par l'eau bouillante. 



2) Résultats expérimenta%. 

a Cinétique de l a  libération d'azote e t  de soufre. 
----u --------------------Y--------- 

La solubilisation de l a  la ine au cours de ces différentos hydrolyses 

est  fa ib le  ( 0,8 à 1,2 % d'azote solubilisé pour des temps d'action de 3 à 

4 heures) ( voi r  tableau 1). 

Etmt donné 1a.faible quantité de produits dissous, l e  dosage du 

soufre cystinique dans llhydrolysat n'a, pas é té  effectué, e t  l 'on s r e s t  con- 

tenté do doser l e  soufre ( thiol  + disulfure) dafis l e s  1z.ines ayaat stibi:lrac- 

t i m  des différents agents chimiques. A ce sujet ,  il est possible de classer 

l e s  résul ta ts  en deux catégories ( voir  tableau 1)  : l e s  laines t ra i tées  en 

milieu acide ( acide acétique et  bichromate sulfurique ) ne subissent pas de 

variations dans leur teneur en soufre cystinique; celles qui ont é té  t ra i tées  

en milieu neutre perdent au contraire une quantité importante .de soufro ( th io l  

+ disulfure) e t  llhydrolysat contient une certaine q m i t i t é  d'hydrogène sulfu- 

ré. 

D a n s  ce cas, l a  diminution du soufre cystinique résulte d'une trans- 

f o m t i o n  de la cystine en lmthionine ( CwlHBEftTSON, PHILLIPS 1945) (20). 

b) Etude chromatb$ra~higue. 
--3----1----1----- -- 

Les différents hydrolysats, après passage sur Permutite 50, ont &té  

étudiés cn chromt ogra-ie bidimensionnelle. 

Le tableau II résume l e s  principaux résul ts ts  obtenus. L' exmen de ' 

ce tableau montre de façon t rès  net te  l a  libération précoce e t  importante de 

l a  sérine e t  du glycocolle, et  à un degré moindre, de 1 lzlanine e t  de 1 lacide 

glutaqiquec Il y a assez peu d'acide aspartique libéré, contrairement à ce 

qui se  produit en milieu acide fo r t  ( voir  2ème partie, chapitre III). 

D'autre part ,  il est intéressant de signaler l tapparit ion de l a  cystine ou 

de ses produits de décomposition. Tous l e s  hydmlysats contiennent aussi une 

certaine quantité de pe t i t s  . . peptides : en effet ,  après hydrolyse totale, 

il est possible de décoler en chromatographie bidimensionnelle, de t r è s  nom- 

breux amino-mides qui n'existaient pas sur l e s  chromtogrammes directs. 

Un ensemble de polypeptides ont pu enfin ê t re  identifiés;  i l s  possèdent l e s  

camct éri stiques chromat ogmphiques suivant es : 

Rf (~utanol-acide acétique ) : 0,28 e t  Rf ( p h é " 0 1 4 ~ ~  3 % ) : 0,82 



T A B L E A U - 1  

HYDROLYSE EN NILIEU ACIDE FAIBLE OU N n i T w e  

F- 

Durée i ! S t h i o l  + 
Milieu d'hydrolyse heures) 

: N  solubilisé / de la 
; 

pH ! ( e n $ )  
!(en $ du poids sec) 

3au d i s t i l l ée  
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TABLEAU II 

HM) R OL 4 E  ERI MILIED ACIDE FASiIE iET Nnr?iR& 

PROFO~IOJTS. RELATIVES DES AMINO-ACIDES LIBERES. (+) 

(+) Les chiffres représentent l e s  proportions relatives des amino-acides 
estimées d'après l a  surface e t  l ' in tensi té  des taches révélées à l a  
ninhydrine ( DENT 1948) (21). 



B ) HYDROLYSE EN P.IILIEW ALCALIN 

Des échantillons de 5 g ( poids anhydre) de la ine  sont t r a i t é s  à la 

température du laboratoire ( 201220 C.) ,  par 300 ml de soluticw.de soude 1/20, 

N/IO e t  ~ / 5 :  Au cours de ce traitement, il y a solubilisation d'une quantité - - 
importante de l a  la ine  ( voir  azote solubil isé) ,  tandis que l e  soufre ( th io l  + 
disulfure ) de l a  la ine  t r a i t é e  diminue t r è s  nettement ( Tableau III), Ces ré- 

su l t a t s  sont en par fa i t  accord avec ceux de CUTHBESIICSON, LINDLEY e t  PRILETS 

(1945) (22 e t  23 ) 

TABLEAU III; 

HYDROLYSE PAR LA SOUDE. 

Laine 1"Térinos 100-105 : S ( th io l  + disulfure 1: 3.24 &. 

drolyse en % 
i (en heures) i 

24 694 
Na OH ~ / 5  

< 1943 1 
48 1978 

L 
1,14 

d 

Les hydrolysats sodiques ne laissent  pas déposer de précipité direc- 

t ment comme l e s  hydrolysats acétiques ou sulfuriques ( voir  plus lo in)  , mais 

seulement après neutral isat ion de l a  soude. 

L f étude chromat ographique des amino-acides l ibérés permet de ccm- 

clure à l a  prédominance du glycocolle e t  de l a  sérine, e t  à un degré moindre 

des diaminés (+). Il semble que l e  glycocolle s o i t  détaché en plus grande quan- I 
t i t é  que l a  sérine au cours des premiers stades de l'hydrolyse (!tableau IV). 

(+) Il s 'agit principalement d iarginine, 



Fi, 

Dans l e  chromatograntne bidimensionnel, il existe aussi des plages présentant 

une réaction positive à l a  ninhydrine, qui correspondent à des polypeptides. 

L'un de ceux-ci, qui se  localise pasfaitement, possède l e s  caractéris-tiques 

chromat ographiques suivant es : Rf (butanol/acide acétique) : 0,205, e t  Rf 
( phénol -m3 3 % o,go. 

Après récupération sur  papier de ces polypeptides, e t  hydrolyse 

totale,  il est  possible .d ' identif ier  l a  plupart des amino-acides avec toute- 

f o i s  une prédominance d'acide glutamique et de glycocolle. 

TABLFAU IV 

HYDROLYSE EN MILIEIJ ALCIUIIN, 

PROPORTIONS RELATIVES DES AMINO-ACIDES LIBERES. 

". 
: 24 ' 6 i 3 ' 1 jtra-'tra-: 

i ces j ces ; 
NaOH ~ / 5  i p 8 1 2 j  1 2  1 2 ;  1 :  3 :  1 :  1 j  

i 7 2 ; 3 0 j 2 0 i + + + j  4 :  6 :  2 ;  8 ;  1 ;tra- 
j ( O )  ; i ces 

b 

( O )  Il est  d i f f i c i l e  d'apprécier l'iixportance de l a  zone des diaminés, qui 
es t  occupée par une large plage donnant une réaction 'Enewa à. lainbby- 
drine e t  ne présentant pas de l imites précises. 



C ) CONCLUSIONS. 

Les propriétés physico-mécaniques des fibres de laine, notamment 

leur  ténacité à l a  traction e t  leur allongement de rupture, sont condition- 

nées par l ' i n t ég r i t é  des liaisons disulfures e t  des liaisons peptidiques. 

ELOD, NOWOrmY e t  ZAHN ( 1940, 1942) (24) ont notamment montré que la 

rupture d 'un nombre relativement pe t i t  de l iaisons peptidiques provoquait 

un affaiblissement déjà marqué des fibres. 

Il ressort donc t rès  nettement de nos résultats que ce sont l e s  m i -  

lieux faiblement acides ( pH 4 à 5) qui ménagent l e  mieux l a  laine,  puisque, 

même au bout de 4 heures dlhydrolyse .à l iébul l i t ion,  l a  teneur en cystine 

nia pas varié e t  l a  solubilisation d'Azote reste fa ible  ( 0,73 $). 

L'eau bouillante ne provoque qu'une solubilisation faible de l'Azote, 

mais par contre produit une hydrolyse t r è s  nette des ponts disulfures. 

Quant aux solutions sodiques, à froid,  de faible concentration 

( Ij/5 e t  $/IO), e l les  provoquent une hydrolyse déjà importante des l iaisons 

peptidiques e t  une diminution t rès  marquée des l iaisons disulfures, 

HARRIS e t  SMITH (1936) (25) ont d 'ai l leurs proposé un t e s t  de 

" solubil i té alcaline l' pour déterminer 1 ' ktendue de l 'altération qu'a subi 

une lainc au cours des différents traitement industriels (+), La solubi l i té  

alcaline augmente lorsque l a  laine a subi au préalable un traitement qui 

provoque une rupture des liaisons peptiques ou des liaisons disulfures, 

VAN OVERBEKE, LEFEBVRE e t  RhUX (1950) (26) e t  LEES e t  ELSWORTH (1952) (27) 

ont montré que ce t e s t  pouvait être difficilement reproductible, car la ..>g -->* 
quantité de la ine qui entre en solution sous l'influence des a lcal is ,  dépens 

essentiellement des conditions opératoires e t  de l ' é t a t  sous lequel s e  trouve 

l a  f ibre  ( f i l ,  t i ssu,  etc...), Par a i l l eurs  l e  t e s t  perd toute signification 

si l a  laine a subi une hydrolyse des l iaisons peptidiques au cours d'un trai- 

tement alcalin,  Nos propres expériences,bien qu~ef$ectuées dans des conditions 

(+) Ce t e s t  consiste à évaluer l a  perte de poids que subit une la ine par 
traitement dans l a  soude ~ / 1 0  à 6 5 O  C .  durant une heure. 



assez différent es, montrent également qu ' m"t est  de ,solubil i té alcaline 

ne peut pas. apporter de résultats bien précis sur l'étendue de l 'a l térat ion 

dhme laine, puisque l a  vitesse de solubilisation augmente avec l e  temps (+). 

Nos , résul ta ts  montrent par ail leurs,  qu'en milieu acide fa ible  

ou alcalin,  c'est essentiellement l e  glycocolle e t  l a  sérine qui sont l ib& 

rés à l ' é t a t  d'@no-acides l ibres,  ce qui indique une certaine spécifi té 

de ces milieux d'hydrolyse; nous avons également observé une libération pré- 

férent ie l le  de glycocolle c t  de sérine lors  de l'hydrolyse alcaline de l a  

DNP-laine. 

Enfin, il est  intéressant de souligner que, contrairement à ce 

qui a souvent é t é  supposé, l e  bichromate de .potassium dans l e s  conc?itions 

u t i l i sées  l o r s  du mordançage de l a  laine, n'oxyde pas l e s  liaisons disul- 

fures. 

(i-) Daris la  soude ~ / 5  il y a 3 fo i s  plus diazote solubilisé en 48 heures 
qu'en 24  heures. 



HYDROLYSE MEEIAGEE DE LA FIBRE DE LilINE 

PM Li ACIDE SULFURIQUE DECINOW (+). 

B- Conditions expérimentales 

Des échantillons de 5 g de laine (poids .anhydre) sont t ra i tés  à 

11ébullition sous réfrigérant à reflux par 100 m l  d'acide sulfurique U l 0  

(quantité d'acide égale à 9,8 $ du poids de laine) pendant des tcmps variables. 

L Ihydrolysat est ensuite f i l t r é  bouillant sur  un entonnoir en verre f r i t t é  no4 

pour éliminer l a  laine restante. 

Les différents hydrolysats a insi  obtenus se  troublent progressive- 

ment au cours du refroidiasment. Aprss un repos d'une nuit, i ls laissent dé- 

poser un précipité blanc gélatineux pour lequel nous avons adopté l a  dénomina- 

t ion de : 'l polypeptides themosolublos de la ine ", l a  caractéristique essen- 

t i e l l e  de ce groupe de constituants azotés consistant, en effet ,  en une ther- 

mosolubilité en.milieu acide.Lorsque l'on veut i so l e r  uniquement ce groupe de 

polypeptides, 1 1 ensemble de 1 'hydrolysat , y compris . l e  précipité, est dialysé 

contre l 'eau courante af in  d'éliminer toute trace d'acide sulfurique; dans .ces 

conditions l a  précipitation du groupe de polypeptides thermosolubles s i in -  

~tcnaifie t r è s  nettement. Après dialyse, l e s  précipités sont rccucil l is  par 

centrifugation, lavés à l 'eau glacée, à 1 'alcool et  à l 'éther,  e t  séchés. 

La laine restante après hydrolyse est .rincée abondasament à l 'eau 

cousante, neutralisée pendant une nuit à l ' a ide  d'une solution aqueuse à 1 $ 
de pyridine, rincée ensuite à l'eau-courante e t  à l 'eau d i s t i l l é e  e t  finale- 

ment séchée, 

(+) La gmnde h j o r i t é  des colorants pour laine sont appliqués sur l a  f ibre  en 
présence d'acide sulfurique e t  à l 'ébull i t ion; l a  concentratkon en acide 

duIlbain de teinture " est généralement voisine de d 3 0  pour l e s  colorants 
acides e t  de N/10 pour les  colorants dont la molécule est un complexe do 
chrome, 



Dans l e  cas des hydrolyses d'une durée supQricure à 8 heures, nous 

avons adopté, pour des raisons de commodité expérimentale, un mode opératoire 

légèrement di f f  érent , 

, Un échantillon de 100 g de laine ( poids anhydre) es t  hydrolysé à 

1 'ébullition sous réfrigérant à reflux par 2 l i t r e s  d'acide sulfurique u 1 0  

pendmt 8 heures, L'hydrolysa+ est ensuite f iWré  bouillant, e t  l a  laine res- 

tante  es t  neutralisée, rincée e t  séchée comme nous l'avons d i t  >bus haut, Cet- 

t e  la ine  restante es t  alors de nouveau hydrolysée pendant 8 heures par 2 li- 

t res d'acide sulfurique v 1 0 ,  dans des conditions expérimentales identiques 

aux précédentes, Lc deuxième hydrolysa% es t  f i l t r é ,  e t  l a  h i n c  restante, après 

neutraLisation, rinçage e t  séchage, est  soumise de nouveau à lthydrolyse, On 

rccommcncc ce cycle d'opérations 8 fo i s  de suite. 

S i  l 'on désire i so le r  l e s  l1 polypeptides thennosolubles ", on opère 

comme précédamment. 

B- Résultats expérimentaux, 

1 )  Cinétiaue de la l ibération d'azote e t  de soufre. 

Les quantités d'azote e t  de soufre ( th io l  + disulfure) solubilisées 

en fonction du temps sont indiquées dms l e  Tableau 8 ,  

(+) Nous nous ét ions primitivement assigné comme but d'étudier l'kiydrolyse de 
l a  laine, par l 'acide sulfurique décinormal, pour des temps d'action ne 
dépassant pas huit heures; cette étude nous ayant montrd que l a  camctéris- 
tique essentiel le de ' ce t t e  hydrolyse es t  sa nature préfénuitielle, nous 
avons alors pensé qu ' i l  se ra i t  ' intéressnst de vo i r  si  cet te  caractéristique 
se  mintenai t  pour des temps d'hydrolyse nettement plus longs. 



Durant l e s  40 premières heures de l'hydrolyse, l a  solubilisation de 

l a  laine (+) augmente proportionnellement à l o  durée du t r a i t  ment; ensuite 

l n  quantité de laine solubilisée tend à diminuer légèrement. Les figures 7 e t  

8 ?crmettent de s a i s i r  ces variations. 

Cependant l e  phénomène l e  plus intéressant, mis en évidence au cours 

de cette étude cinétique, est  l a  pauvreté xelative so~.~.f?o ( t h i o l  -1- d i w u -  

.p de 12 fiaction solubilisée. 

Les fractions solubilisées dans les  deux premières heures de lthydro- 

lyse sont dix fo i s  moins riches en soufre ( th iol  + disulfure ) que l a  laino 

dont clles proviennent : en eff e t ,  alors que 3,2 $ de l 'azote i n i t i a l  ont é té  

solubilisés on 2 heures, 0,3 seulement du soufre ( th501 + disulfure ) est  

passé en solution. 

( voir page suivante) 

(+) O h  peut admettre que l e  dosage de l'azote es t  une mesure suffisamment 
précise du pourcentage de laine solubilisée : en effet ,  l es  teneurs en 
azote de l a  laine non t ra i tée  e t  de l a  laine hydrolysée pendant 64 heures, 
qui sont *espectivenent de 16,55 $ e t  14,85 $, restent t&s comparables; 
il faut d ~ a i l l e u r s  t en i r  compte, dans l a  diminution de l'azote to ta l  de la  
laine hydrolysée, de l a  dispa-oition de l 'azote amide au cours de lthydm- 
lyse . 
VNV OVERBHOE, MAZINGUE e t  DESPRETS (1954) (28) ont indiqué que dans l e s  
premiers temps de l'hydrolyse sulfurique, bien qu ' i l  y N t  solubilisation ' ,, 

de peptides, l a  laine augmentait t rès  légèrement de poids ( 1 % ) par sui%& 
de l a  f ixation d'acide sulfurique sur l a  f ibre,  



Cin6tiaue de l a  solubil isat ion de l 'azote e t  du soufre au cours des hydrolvses 

gar  1 lacide sulfurique ~ / 1 0 ,  

( laine " l~lérinos 100 -'.105 N t o t a l  : 16,55 $, Joufre ( th iol  + disulfure ): 

3,13 % > 

/ a) ~ y d r o ï ~ s g  4 1 ~ ~  dxég - a f g e e s g  a 8 begrgs-. (+) 
Temps d'hydrolysa ; N solubilis6 i S ( thiol  + disulfure ) 
( cn heures ) (en $ de N i n i t i a l )  ' solubilisé(ui $ de S 

i n i t i a l )  . 
1/2 0185 -- 
1 114 O,  16 

1 1/2 2,2 0,25 

2 392 0930 

3 4,7 - 
4 519 0188 

6 790 1932 

b)  IIydrglpso -<?-mc-dgrge g u ~ é ~ i g q e - B _  a heyro.  
. 
Après l a  l è re  hydrolyse 1017 2,3 
I 2ème - 23,7 715 
., 3ème - 38 9 2 1599 
- 4ène - 51,8 2496 

.s 5ème - 6319 34,6 
- 6ème - 72 5 4119 

1 - 7ème - 78,1 4711 
- 8ème - 83,4 54,3 

. - (+) L'examen de ce tableau montre que des teintures prolong6es en milieu 
trop acide.. , sont t r è s  préjudiciables pour l a  fibre. Eh effet ,  après 

3 heures de trtlitement, l a  laine a déjà subi une " perte en poids voisine de 
5 $; de plus l'hydrolyse dos liaisons peptidiques provoque un net affaiblisse- 
ment de l a  résistance mécanique des fibros, 



heures 

Variations de l 'azote e t  du soufre solubil isés en fonction du temps, 
(1/2 à 10 heures) 

heures 

Variations de l 'azote e t  du soufre solubilisés en fonction 
(8 à 64 heures) 

LILLE O du temps. 



Ce rapport diminue pmgressivemcnt lorsque l a  durée de Ilhydrolyse augmente 

( après 8 .heures l e  rapport es t  égal à 5). p i s  il est remar- S solubilisé 
quablo qu'après l a  quatrième hydrolyse de 8 heures, alors que l a  moitié de 

ltazotc i n i t i a l  es t  déjà solubilisée les  3/4 du soufre se  trouvent encore 

dms l a  fraction insoluble; de même, les  20 $ de laine non solubilisée après 

ia huitième hydrolyse contiennent à eux seuïs l a  moitié du soufre de l a  la ine 

in i t i a l e  ( voir figure 9). 

4ème 
hydrolyse 

,---.,-\--, 

N ; S  .. .'. .-. ,.,, . .- 
1 

hydrolyse 

T t - 3  -..*,,-,, 

laine 
solubilisée 

laine 
insoluble 

FIGURE - 9 . 
Schéma montrant l a  répartition de l 'azote &.du soufre entre l e s  fmctions 

soluble et  ins3luble aprés 32 et  64 heures d'hydrolyse. 



Ces résul ta ts  sont copfirmés par ceux du tableau V I ,  qui montrent l'en- 

richissement en soufre ( th iol  + disulfure ) de l a  laine restante au fur e t  

à mesyre de l a  progression de l'hydrolyse. Eh to ta l isant  l c  soufre des frac- 

tions : soluble e t  insoluble ( voir tableau ~ 1 1 )  on retrouve scnsiblmcnt 

- tout zu moins pour l e s  5 premières hydrolyses de 8 heures - l e  soufre i n i t i a l  

de l a  laine mise en expérience. Pour l e s  dcrnibros hydrolyses, l a  légère dif- 

forcnce observée s'explique surtout par l e s  pertes inévitables au cours des 

non~breuscs manipulations. 

, . Au cours de 1 'hydrolyse ménagée, on peut donc conclure que l a  cystinc 

il'& pas modifiée e t  no se retrouve pas dans l a  laine sous forme d'un dérivé 

qui nc s e r a i t  pas dosable par l a  méthode de SHINOW. 

Teneur en soufre , ( th io l  + disulfure ) de l a  la inc  soumise à l'hydrolyse 

ménagée, c t  des fl polypeptides thermosolubles '' formés, - 

1 Tcmps d'hydrolyse Soufre de l a  laine i Soufre d e s "  polypepti 

( en heures ) t r a i t é e  des themosolubles 
en P. 100. recuei l l i s  en ~ , 1 0 0  i 



TABLEAU - V I 1  

Distribution - du soufre ( thiol  + disulfure ) entre l e s  fractions soluble e t  

insoluble, à différents stades de lthydrolyse. 

' Temps ' Quantité de soufre! Quantité de soufre: ? .  
d t hydrolyse j solubilis6 i contenu dans l a  j Total pour 
( en heures) (en g r m e s  p.100 laine restante 100 g de laino 

i de laine in i t i a l e  (en grammes p.100 initic?le 
i de laine i n i t i a l e  

O 3,13 3913 

2) Etude chromatograohiaue de l a  fraction an~no-acide:, " de llhvdrolssat. 

Pour étudier cette fraction, on enlève l e  précipité themosoluble par 

centrifugation à basse température. 

Le reste de l'hydrolysat peut ê t re  fractionné par chromatographie su r  

rÇsinc à échange de cations cn deux sous-groupes principaux ; l e  premier, qui 

ntest p;is retenu sur l a  colonne dc Permutito 50, contient, outre l t i o n  S04--, 

l a  mjo r i t é  des polypeptides ( .fraction oe~ t id i aue  de 1thvdrolvsü.t); l e  second 

obtenu après développement à l ~ m o n i a q u e ,  est constitué par des aminoLacides 

l ibres et  quelques polypeptides .(fraction l1 mino-acide de l'hsr~lrolvsat). 

Ces groupes ont é t é  étudiCs par chromtogr~phie de partage sur papier. 



Le tableau V l l l  rassemble schématiquement l e s  résultats des divers 

chromatogrammes de l a  fraction amino-acide " des hydrolysats, L'examen de 

ce tableau e t  des figures 10 e t  11 ( chromatogrammes) montre de façon nette 

l a  libération préférentielle de l 'acide aspartique e t ,  à un degré moindre, 

du glycocolle e t  de l a  sérine. Cette libération préférentielle s e  maintient 

pendant toute l a  duke  de l 'action de l 'acide sulfurique v 1 0 ;  cependant, au 

cours de l a  huitième hydrolyse de 8 heures, l a  prédominance de l'acide aspar- 

tique sur l es  autres acides minés es t  moins évidente, car l a  laine soumise 

à ,lthydrolyse contient de moins en moins d'acide aspartique ( voir plus loin) .  

D'autre part, en ce qui concerne ce dernier hydrolysat, il faut encore insis- 

t e r  sur l a  diminution de l a  sérine e t  de l a  tyrosine l ibres,  sur l'apparition 

de l a  thréonine e t  de l a  cystine (+) e t  sur  l'importance relative de l a  vnline 

ot  de l a  leucine, La proline l ib re  apparaît au cours de l a  sixième hydrolyse 

de 8 heures. 

La fraction I' amino-acide contient également plusieurs polypeptides 

qu'il est d i f f i c i l e  d'identifier sur l e s  chromatogrammes, mais dont l a  présence 

est - révélée par l'étude chromatographique après .hydrolyse tota le  : on voit,  en 

effet, apparaître de nombreux amino-acides qui n ' existaient pas, ou seulement 

à l ' é t a t  de traces, sur l es  chromtogmmes directs. Il est néanmoins possible 

de déceler, dès l e s  premiera stades de l 'hyd~olyse ménagée, un polypeptide qui 
.. - . . 

semble bien individualisé e t  qui posséde l e s  caractéristiques chromatographiques 

suivantes : Rf (butmol/acide acétique) = 0,33 ; Rf (ph~nol-NH3 3 $) = 0,85. 

TILBLF'i\U - V l l l  

(voir page suivante) 

(+) Il est vraisemblable que la cystine apparaft plus précocement dans l e s  
hydrolysats mdnagés ", mis l e  repérage de faibles quantités de cystine 

en chromat ogmphie bi-dimensi ônnelle avec l e  butanol/acide acétique comme 
premier solvant e t  l e  phénol ( NH3 3 % ) comme second solvant cs t  t r è s  délicat. 



TABLEClU - V l l l  

Proportions relatives des mino-acides l ibérés au cours 

de l'hydrolyse par 1 acide sulfurique décinormal, 

-, 
O ) :  

Temps d'hydre- 
lys e . 

1/2heure i 6 i 4 ;  3 : 2 j t r a - i t r a - :  - j - / - :  - : r 

j ces 1 ces 
1 3 i 8 6 i  5 i 2 i 2  2 : :  , - : - -  

2 - i 1 2 i 1 8  6 i 2 i 2  3 i i  - ! a i -  
; (+) ; 

10 - j 30 i 10 8 i 2 i 3 i 3 1 tra-;  tra-i t ra- /  - 
! (++): I ces ; ces; ces : 

(+++> 
2' hydmlyse 20 i 6 10 1 1 2 2 / 2 ; : - . .  de 8 heures; ; 2  i -  
6 0  - : 3 0 ~ 1 0 ~ 1 5  8 J 4 j 1  - 2 :  6 i -  
80 - j 12 8 i t r a - !  8 4 5 j km-; 4 3 :  6 1 

i ces ; i ces i 
i 

(+) Les nombres représentent l e s  proportions relat ives des amino-acides 
estimés diaprès l a  surface e t  ltiri-tensité des taches révélées à l a  ninhy- !,'' 
drine . f 

> i  

(+.H) La séparation de l 'acide glutamique a ins i  que son estimation sur l e s  -. 
' chrornat ognmmes bidimerisionnels sont rendues délicat  es par l a  présence 

d'une quantité importante d'acide aspartique. 

(+-kt-) 11 faut rappeler que, pour l e s  hydrolyses d'une du5ke supérieure à 8 
hevres, l a  technique opératoire u t i l i s ée  consiste .kt reprendre l a  laine 

qgi vient de subir  une hydrolyse de 8 heures e t  à 1 'hydrolyser de nouveau 
pendant l e  mhe temps par une nouvelle liqueur sulfurique g10, On peut donc 
considérer que c l c s t  chaque fo i s  un nouveau substrat que l 'on étudie; ceci 
explique que l e s  derniers hydrolysats peuvent contenir certains amino-acides 
( aspartique notamment) en quantités moins importantes que l e s  premiers hyd-ro- 
lysats, 



FIGURE: - 10 
Chromatogmmme bidimensionnel de la  fraction " amino-acide " 

d'un hydrolysat de huit heures. 



FIGURE - U 

1, acide aspartique; 2: acide glutamique; 3: sérinc ; 4 : glycocolle ; 

5 :. fhréonine ; 6: alanine ; 7: tyrosine ; 8: valinc ou méthionine ; 9: lcucines; 

1 0 :  phénylalanine ; 11 : proline ; 12 : arginine ; 13 : lysine ; 14 : acf 'e 

cyst6fiue. : 15 : lailthionine ; 16 : autres dérivés de cystine. 



3 )  Composition en amino-acides de l a  la ine  t r a i t é e  par S04H2 u 1 0 .  

Les tableaux V1' e t  1X montrent que l a  la ine  qui ne s 'es t  pas solu- 

b i l i s ée  s 'enrichit en soufre e t  s'appauvrit en tyrosine après chaque nouvelle 

hydrolyse. Ce résultat  s1oxplique nomalement par l e  f a i t  que l a  fraction solu- 

b i l i s ée  au cours des premiers stades dlhydrolyse, - notament l e  groupe des 

"polypeptides thennosolubles"-, est pauvre en soufre e t  riche en tyrosine 

( voir  f igure 16 ) . 
,1près 64 heures de traitement par l 'acide sulfurique d 1 0 ,  il est 

possible d'obtenir une la ine  "restante " dont l a  teneur en soufre es t  double 

de celle de l a  laine non t r a i t é e  e t  dont l e  taux de tyrosine a diminué d'en- 

viron 50 $. (+) 

Les variations de l a  teneur en cystine e t  en tyrosine sont nettement 

vis ibles  sur  l e s  figures 12 e t  13, qui représentent l e s  chromatogrmes des 

hydrolysats totaux des la ines  t ra i t ées  pendant 16 heures e t  64 heures par 

l ' ac ide  sulfurique u10 .  

Sur ces chrornatogr3mmes9 il es t  également intéressant de noter l e s  

variations quantitatives des autres aminb-acides. Après 64 heures dihydrolyse, 

l 'acide aspartique, l a  sérine e t  l e  glycocolle ont t r è s  nettement diminué, 

. Ces t r o i s  &no-acides sont, comme nous l'avons vu précédemment, 

ceux qui sont l ibérés préférentiellement par 1 'hydrolyse acide ménagée. 

(+) Nous avons observé que l e  résidu obtenu après 7 heures d'hydrolyse de l a  
' laine par l 'acide sulfurique N/1 est  également riche en soufre (5,28 $). 

1, ltexamon microscopique, on constate qu' i l  est  constitué par des fragments 
de tubes e t  de t r è s  nombreux morceaux d'épicuticule. 



FIGURE - 12 
Chromtomme de l'hydrolysat de laine t r a i t é e  pendant 16 heures par l 'acide 

sulfurique décinormal. La numérotation des acides aminés est  identique à ce l le  

de l a  figure 11. 



FIGURE - 13 

Chromtogramme do lthydrolysat t o t a l  de l a ine  t r a i t é e  pendûnt 64 heures par 

l 'acide sulfurique décinormal. La nmun6mtation des aciQs &6s est i d ~ n t l q r i e  

à cel le  de l a  figure 11. 



Les autres amino-acides subissent aussi t rès  certainement des varia- 

tions quantitatives, mais comme e l les  sont moins nettes, il faudrait pour l e s  

apprécier mettre en oeuvre des dosages suffisamment précis de chaque amino- 

a cide. 

C'est ce que nous avons réalisé pour l 'acide aspartique e t  l a  proline. 

La cinétique de l a  variation de compositio~ en acide aspartique a é té  

réalisée au moyen de l'étude densitométrique de l a  coloration à l a  ninhydrine 

des hydrolysats totaux de laines traitées.  Ceux-ci sont séparés par électro- 

phorèse sur papier à pH 3,9 en tampon pyridino/acide acétique. Après huit heu- 

res  de passage du courant, l 'acide aspartique est  nettement séparé des acides 

aminés neutres e t  basiques. La coloration à l a  ninhydrine est réalisée suivant 

l a  technique de GRASSJNN et I i INNZ ( 2 9 ) 9  décrite pour l e  dosago photom6tx-i.- 7q 
que des acides aminés. L'intensité de l a  coloration est lue au densitomètre 

Photovolt équipé d'un f i l t r e  vert à 530 mp . La comparaison des laines t ra i tées  

s e  f a i t  par rapport à l a  laine intacte qui es t  prise commc base de référence 

( voir figure 14). 

L'étude cinétique de l a  variation en proline a é té  6tudi.de par chro- 

matogmphie de partage sur  )papier dans l e  système butanol/nci.de acétique. La 

coloration est  réalisée par l a  réaction spécifique de l a  proline à l ' i sa t ine  =,a 
e t  l1 analyse donsitométrique est également cf f cctuée avec l e  densitomètre Pho- 

t ovolt équipé d'un f i l t r e  rouge à 600 mr . La teneur en proline de l a  laine 

intacte est prise commc base de référence ( voi r  figure 14). 

La teneur en acide aspartique des laines t ra i técs  dirninue rérni8re-l  

ment e t  l a  laine qvi a subi une hydrolyse de 64 heures est environ 8 fo i s  moins 

riche en cet amino-acide quc l a  laine in i t i a le .  Au contraire, l a  teneur en pro- / 
lino, après 8tre  res tée  constante durant l es  premiers temps de l'hydrolyse, I 
augmente t r è s  nettement après 40 heures d'hydrolyse. 

En conclusion, l a  fraction de l a  kératine de laine qui n'a pas été 

solubilisée après 64 heures d'action de l 'acide sulfurique se r6vèle riche en I 
cystine e t  en proline, e t  t rès  pauvre en acide aspartique e t  en tyrosine. 

l 
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FIGURE - 14 

Variation de l a  teneur en acide aspartique, en cystine, en pmline 

tyrosine de l a  laine t r a i t é e  par l 'acide sulfurique décinormal, La 

kraitée est pr ise  comme base de référence. 



4) Aspect microscopioiaue de l a  laine t ra i tée  par SO4H2 d 1 0 .  

Aux variations dans l a  composition en amino-acides de l a  laine cor- 

respondent des modifications morphologiques intéressantes, VAU OVERBRE, 

IIAZINGTIE e t  DESPREII)S (1954) (30) ont étudie$ l a  variation des propriétés 

mécaniques des fils de laine en fonction de l a  durde de l'hydrolyse sulfuri- 

que à l ~ ê b u l l i t i o n  : i ls  ont montré qu'après 4 heures dihydrolyse (PH =1,8) 

l a  t6nacité e t  llallongement dc rupture étaient déjà sérieuseme~it diminués. 

De notre côté, nous avons constaté qu'après 8 heures d'hydrolyse sulfurique, 

. .;a l e s  f ibres avaient perdu une t rès  grande partie de leur  résistance e t  que ,_ 
celle-ci é t a i t  devenue pratiquement nulle après 16 heures dihydrolyse. 

Au contraire, jusqu'à l a  quarantième heure de llhydrolyse, l es  f i -  

b rcs conservent dans leur  ensemble leur  structure éca i l l  ouse caractéristique, 

bien qu'elles d e n t  perdu 64 $ de leur  poids ( l e  t i s su  conserve dt&lleurs 

son aspect i n i t i a l ) .  Ceci indique clairement que l a  .fraction solubilisée pro- 

vient essentiellement de l ' in tér ieur  de l a  fibre, .c'est&-dire du cortex, e t  

que l a  cuticule est nettement plus résistante à l'hydrolyse acide. 

Mais après 48 heures d1liydrolyse, l 'aspect des fibres se modifie 

proSondément (+), cl les  s e  dduisent en fragments t r è s  pe t i t s  ( l e  t issu perd 

toute forme e t  se présente à l ' é t a t  humide comme une pâte). Les ,écailles de 

l n  cuticule disparaissent presque complbtement; l e s  dernières s'en vont .au . . ;Cd - 1 
cours des deux dernières hydrolyses, tandis que de nombreux fragments d'épieu- 

t icule  sont visibles e t  que l e s  f ïbres restantes s e  présentent sous forme do 

tubes s t r i 6 s  dans l e  sens de l a  longueur ( voir f igure 15). A aucun moment il 

n'y a libération de cellules corticales, ce qui permet de supposer que celles- 

c i  se solubilisent totalement au cours de l'hydrolyse ménagée, .'+a 
L'aspect microscopique des tubes que nous avons obtenus est assez 

voisin de celui que décr i t  ALEXANDER (1950) (31) après 1 'action oxydante de 

l 'acide peracétique sur l a  laine. Ces tubes peuvent ê t re  constitués par l a  

- 
(+) Il est à remarquer d 'ai l leurs que l a  solubilisation de 1' azote diminue 

( voir figurc 8 e t  tableau V )  à par t i r  de l a  quarantième heure d'hydrolyse, 



FIGURE - 15 

Aspect microscopique de l a  laine après 64 heures d'hydrolyse par l'acide sul- 

furique décinomal. Remarquer 1 'aspect en tubes s t r iés .  



subcuticulc de l a  f ib re  de laine ( Z U N  e t  H.MELMIWN. 1950 ) (32) modifiée 

par  l'hydrolyse ménagée, ou encore par l e s  résidm d'un certain nombre de 

composants histologiques de l a  f ib re  : l e s  membranes des cellules corticales, 

c t  l e s  f i b r i l l e s  r6,sistantcs dérivées du cortex ( FRASER el: ROGERS 1955 ) (33) 
( voir l è r e  par t i e  : structure morphologique). 

Il existe cependant deux différences importantes entre l e  résidu 

en forme de " tubes s t r i é s  que nous isolons e t  l a  subcuticule d l  ALEXANDER, 

Pour cet auteur, 12 subcuticule ( ou fi-kératose), qui représente 8 B 10 % 
du poids de la  fibre,  correspond à l a  fraction insoluble dans l'maniaque 

diluée, après oxydation compléte de l a  la ine  par l 'acide peracétique. Or, si 

nous oxydons par l 'acide perf ormique l e s  " tubes " obtenm- .après 64 heures 

d 'hydrolyse acide ménagée, nous constatons que l e  dérivé d oxydation se solu- 

b i l i s e  ddjà en quelques minutes dans l 'ac ide  performique lui-mhe, Par ail-  

leurs l a  subcuticule df  ALEKANDER ( 34 ) es t  pauvre en soufre (2,2 % ) alors  

que notro d s i d u  en forme de tubes est  riche eri soufre ( 6,2 $ ). 

,Il nous est  donc d i f f i c i l e  de nous prononcer sur l ' iden t i t é  de l a  

membrane d' ALERUDER avec nos tubes s t r i é s  I l ,  qui sont obtcnus par des m& 

thodes t r è s  différentes. Il est  vraisemblable que l 'aspect, en fome dc tubes, 

de ce résidu protéinique, obtenu par une hydrolyse de 64 heures, n 'es t  qu Lin ,181 
l1 artefact " qui ne correspond plus à aucun constituant morphologique de l a  

f ibre  primitive, 

5)  Com~osition en amino-acides des volv~eot ides  thermosolubles I l .  

.Au cours du refroidissement des hydrolysats sdfuriques,  il est  

possiblo dt  i s o l e r  un précipité abondant que nous .avons appelé polypeptides 

thermosolubles de l a  l a ine  l l .  En refroidissant lthydrolysat à O°C e t  en l e  

ncutmlisant , on augmente net tement l'importance du procipit 6 .  D tai l leurs,  à 
- :Y p a r t i r  du sifibme hydrolysat de 8 heures, il est  indispensable de neutra l iser  "' 

pour observer ce t t e  précipitation. Sur l e  plan expérimental, nous avons réa- 

l i s 6  l a  neutralisation par dialyse contre l 'eau courante à basse tempL .rature : 

ce t te  technique a en outre l'avantage d'éliminer l e s  amino-acides e t  l e s  po- 

lypeptides dialysables l ibérés  au cours de l'hydrolyse. N p  avons estimé, 



pour l e  premier hydrolysat de 8 .heures, que 30 $ seulement de l 'azote sont 

dialysables : l e s  produits de 1 'hydrolyse sont donc essentiellement f ornés 

de gros polypeptides adialysablesg au contraire 50 $ du soufre ( th iol  + d i -  

sulfure) sont dialysables, l a  cystine s e  retrouvant donc essentiellement 

sous forme de pe t i t s  peptides, 

L 'importance quantitative du précipité var ie  avec l e s  temps d lhy- - 7 
, = ' P  

drolyse : f a ib l e  au début, e l l e  augmente progressivement dans l e s  cinq pre- I 

miers hydrolysats de 8 heures, pour diminuer de nouveau dans l e s  t r o i s  der- 

n ie r s  ( l a  quantité obtenue représente de 5 B 20 $ de l a  fraction solubilisée). 

Les "polypeptides thermosolubles de laine " se comportent comme un 

composé ou plut& comme un ensemble de composés de poids moléculaire re la t i -  

vement élevé, non dialysables, t r è s  peu solubles dans 1' eau bouillante, solu- 

b les  à froid dans l a  soude u 1 0  e t  dans l 'acide formique 0,66 M , e t  solubles 

à pa r t i r  de 55O C dans SO4H2 3/10. Eh chromatographie de partage sur papier 

dans l e  phénol ( ilIl3 3 $)? i l s  donnent une seule tache de Rf = 1 ;  ils s e  

révèlent également homogènes à 1 t électrophorèse en milieu acide f o d q u e  

O,66 8 . Afin de nous rendre compte de l eur  complexité, nous avons essayé 

de déterminer qualitativement leurs groupements d -&minés terminaux l ibres,  
- :a . - Pour cela, nous avons dinitrophdnylé un échantillon suivant l a  technique de 

BLhCKBüRN (1950) (35) e t  après hydrolyse to ta le  de ce dernier, nous avons 

iden t i f i é  par chromatographie de partage sur  papier suivant l a  technique de 

BISERTE e t  OSTEUX (1951) ( 3 6 ) ,  1 acide DNP-aspartique, l a  DNP-sérine, l e  

DNP-g1.yoocolle e t  l a  DNP-alanine . D 'autres DNP-amino-acides , que nous n t  a- 

vons pas ident i f iés  sont présents, mais nous n'avons pas jugé u t i l e  de pour  

suivre plus avant cet te  investigation : il nous suf f i sa i t  d'avoir une preuve 

de l'hétérogénéité du produit i n i t i a l .  Il es t  cependant intéressant de remar- 1 
quer que l e s  mêmes amino-acides N-teminaux ont é té  ident i f iés  dans l a  laine 1 
(NIDDLEBOOK ) (37). 

Quel que so i t  l'hydrolysat dont i ls  proviennent, ces " polypeptides 

thermosolubles '' ont une teneur constante en azote (15,4 $) 9 au contraire, 

l eu r  composition en amino-acides varie avec l e  temps dthydrolyse. Leurs te- 

neurs en soufre ( th iol  + disulfure) e t  en tyrosine sont indiquées dans l e s  

tableaux V1 e t  1X. 



Le ,groupe de dérivks polypeptidiques qui ;zppmaissciit aux premiers 

stades 'de lthydrolyse est  pauvre en cystine (3 fo i s  moins riche que l a  laine) 

e t  riche en tyrosine (2 fois  plus que l a  laine) (+). Nais cet te  f o n d e  in i -  

t i a l e  s e  modifie progressivement avec l e  temps d'hydrolyse : Les "polypep- 

t ides  thermosolubles " s'enrichissent en soufre, tout en restant toujours 

moins riches que l a  la ine  restante, e t  s'appauvrissent en tyrosine, tout en 

restant plus riches que l a  la ine  restante ( voi r  f igure 16). 

Dans l 'étude cinétique de cet te  variation de l a  conrposition en sou- 

f r e  e t  en tyrosine de ce groupe de polypeptides, il est  d i f f i c i l e  de mettre 

en évidence des s tades  part iculiers d'hydrolyse, Toutefois, après l a  quaran- 

tième heure, il e s t  intéressant de noter que l 'azote solubil isé diminue, que 

l a  quantité de polypeptides themosolubles isolés  diminue aussi e t  que l e s  

caractères physico-chimiques de ces composés s e  modifient légèrement (inso- 
-,.% 

l u b i l i t é  exclusivement eh milieu neutre, thermosolubilité moins nette, teneur 

en soufre plus rapidement croissante), Il es t  curieux de constater que la so- 

l u b i l i t é  augmente a l o r s  que l e  nombre de ponts disulfure slaccro£t : seci  

semble indiquer quc l a  richesse en cystiae n ' es t  pas l e  seul facteur qui 

gouverne l t i n so lub i l i t é  de l a  kératine de laine;  on peut rappeler également 

que l ' insuline, bien que riche en cystine, est  une protéine soluble, L'étude 

chromatographique des hydrolysats totaux de polypeptides thennosolubles iso- 

l é s  après 8 heures e t  64 heures dthydrolyse révèle d'autres modifications 

i n t  éresaant es de l e u r  composition en amino-acides . 
La teneur en tyrosine, en phénylalanine, en sérine, en glycocolle 

e t  acide glutamique diminue; au contraire, l e  taux de cystine . . dtalaninqT 

e t  de proline augmente des premiers aux derniers échantillons de polypep-, ,- Al 
t ides  thcmosolubles (voir  f ig .  17 & 18). Cependant, l e s  variations l e s  

?lus caractéristiques concernent l 'acide aspartique, qui f i n i t  par disparaf- 

t re  presque complbt ment  des hydrolysats totaux. 

(+) Nous avons i s o l é  des lt polypeptides thennosolubles " qui s e  forment dans 
l a  premibre heure de lthydmlyse sulfurique de l a  la ine  : ils contiennent 

0, 36 $ de soufre ( s o i t  10 f o i s  moins que l a  la ine)  e t  15 % de tyrosine 
( so i t  3 fo i s  plus que l a  laine). 



Teneur en tyrosine de la laine soumise à llhydrolvse ménagée, 

e t  des Po lme~ t ide s  thermosolubles " formés. - 

Temps d fhydrolyse 1 Tyrosine dans l a  Tyrosine des polypep- 
(en heures) i laine t r a i t é e  j t ides thermosolubles 

en $ en % 

O 
I 

5,57 ! 

1 ~8 49 92 1193 

2 ~8 3,73 10 

3 x 8  - 7 93 
4 x 8  - 6r3 
5 ~ € 3  3973 5,5 
6 x 8  3r2 f 4,5 
7 x 8  - 

! 4 
8 ~8 2 195 3 

1 

FIGURE - 16 
Teneur en soufre ( th io l  + disulfure) e t  en tyrosine de l n  laine 
t ra i t ée  e t  des "polygeptides themosolubles recueil l is .  



FIGURE - 17. 

Chromatogramme de 1 'hydrolysat . t o t a l  des '' polypeptides thermosolubles " 

r e c u e i l l i s  après h u i t  heures d'hydrolyse par  1 ' acide sulfurique décinormal. 

La n d r o t a t i o n  des acides aminés e s t  identique 2i c e l l e  de l a  f igure  11. 



FIGURE: - 18 

Chromatogranmie de llhydrolysat t o t a l  des " polypeptides thermosolubles " 
r e c u e i l l i s  après soixante-quatre heures d'hydrolyse par  l ' a c ide  sulfurique 

décinomal. Le spot 7 (1) correspond à la tyrosine, l e  spok 7 (2) peut-être 

à un dérivé d'oxydation de l a  tyrosine. La numérotation des acides aminés 

e s t  identique à c e l l e  de l a  f igure  11. 



C ) Conclusion. 

L ensemble de 1 ' expérimentation que nous avons eff e chée  peut s e  

résumer de l a  façon suivante : 

&'hydrolyse ménagée par l 'acide sulfurique w10  solubil ise une ce- 

taine quantité d'azote progressivement croissante en fonction du temps : en 

64 heures il est  possible de solubil iser  84 $ de l a  laine. A ce stade, l a  

"laine" restante présente un aspect assez caractéristique en tubes s t r i és ,  

qu ' i l  e s t  d i f f i c i l e  d ' ident i f ier  avec l e s  constituants morphologiques de l a  

f ib re  primitive, e t  qui pourrait n 'ê t re  qu'un artefact .  

La fraction solubilisée au cours de l'hydrolyse ménagée est composée 

de deux fractions bien dis t inctes  : l 'une qui comprend essentiellement des 

acides aminés l i b r e s  e t  des pe t i t s  polypeptides, l ' au t re  qui est   constitué^- 'g 
par un groupe de " polypeptides non dialysables, présentant un caractère 

physico-chimique commun, qui est  l eur  thennosolubilité cn milieu sulfurique 

dilué. 

La composition de l a  "fraction amino-acide" res te  scnsiblcmcnt 

identique pendant toute l a  durée de l'hydrolyse par t i e l l e ,  sauf aux derniers 

stades. El le  est t r è s  riche en acide aspartique, riche en sérine . e t  en gly. 

cocolle. On conçoit parfaitement que, pour des temps prolongés d 'hydrolyse! 

l e s  produits f ina l s  obtenus \ laine restante en tubes e t  polypeptides t h e r  

mosolubles) soient presque dépourvus d'acide aspartique e t  t r è s  appauvris 

en sérine e t  en glycocolle ( voir  figures 13 & 18 ). Ces résul ta ts  rappel- 

l en t  ceux de PARTRIDGE e t  DAVIS (1950) (38), qui obtiennent par hydrolyse 

pa r t i e l l e  de protéines ( insuline, gélatine, etc.) par des acides organiques, 

t r o i s  fractions principales : 

a) des fragments protéiques de dimensions ~ l c o l l o ~ d a l e s ~ ~ ,  

h) des polypeptides de haut poids moléculaire, 

c) do l 'acide aspartique avec de pet i tes  quantités d'autres 

amino-acides . 
Il es t  important de f a i r e  remarquer qu'après l 'acide aspartique, ce sont l e s  

autres acides aminés neutres à charne courte (glycocolle, sérinc e t  B un d o  

gré moindre, alanine) qui sont l e  plus faci lem~nt  détachés : ACRER, JUTISZ 

e t  FROMAGE(MI (1950) (39) ont égalornent signalé l a  l ibération préférentiel le 
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de ces amino-acides au cours de lthydrolyse ménagée du lysozyme. 
' !  1 ,  -q 

La composition des upolypepBtides thornosolubles " est progressivc- 

ment variable. Cette vzr iabi l i té  aff  ecte particulièrement l e  t~1,u.y de soufre 

(thiol  -k disulfure) e t  de tyrosine. Les produits init iaux sont pauvres en 

soufre e t  riches en tyrosine; l e s  produits f inals ,  qui proviement d'une 

laine t ra i tée  enrichie en soufre ( voir Tableau ~ 1 )  e t  appauvrie en tyrosine 

( voir Tableau UI) sont au contraire riches en soufre e t  pauvres en tyrosine. 

Quant à l a  la ine restante, e l le  a également une composition conti- 

nucllement variable au fur  e t  à mesure que progresse lthydrolyse, puisqul 

après 64 heures d'hydrolyse, e l le  a unc teneur en soufre (e t  donc en cystine) 

qui a doublé, une teneur en tyrosine qui a diminué de 50 $ (voir fig.16). 

La caractéristique essentielle de cet te  hydrolyse mérwzée est  donc 

sa " nature préférentielle ", puisque l e s  fragments solubilisés oiit une con+ 

position chimique ncttement différente de cel lc  de l a  laine dont i l s  provien- 

nent. 

Ceci semblerait pouvoir s'expliquer, à première vue, par l a  struc- 

turc morphologique,:de l n  laine. On pourrait, en eff et ,  supposer que l e s  cou- 

ches l e s  plus externas do l a  fibre, -ltépicuticulc, l a  cuticulc e t  l a  subcu- 

ticule, - s ihydrolyseraicnt plus rapidement, puisqul e l les  seraient plus faci- l 
lcment en contact avec l e  milieu dt hydrolyse; l e  cortex, protégé par l e s  

couchcs externes, e t  qui aurait une composition chimique différente de celles- 

c i ,  serai t  moins accessible à l ieau e t  a u  ions e t  sihydrolysemit donc plus . 

lentement. Il ne semble pas que l'on puisse s t a r r8 t e r  sérieusement à cet te  

hypothèse, car l e  cortex représente à l u i  seul environ 90 $ du poids de la 

fibre;  ce ne serai t  donc quiaux premières houres de lihydrolysc .qu'on pour- 

rait observer une hydrolyse préférentielle des couches externes : or, l e  

phénomène se  poursuit durant toute l 'action do 1 ?acide sulfurique. 

Au contraire, des considérations fondées sur lthétérogénéité chimique I 
de l a  f ib re  de laine, - e t  plus spécialemont du cortex, - sembler,?iient appoli 

t e r  une explication satisfaisante dc ce phénomène dthydrolyso préférentielle. 
1 '  

Puisque 10 cortex est fomé d'un faisceau de cellules corticales s3-r- 

dées entre elles par un ciment intercellulaire (yoir l è r e  partie, s t r u c t e e  

morphologique), que d'autre part il est bien é tab l i  que l a  laine contient au 

moins 7 chaînes polypeptidiques différentes ( voi r  plus haut) et  que par 



conséquent e l le  es t  vraisemblablement formée d'un mélsqge de protéines, on 

peut supposer que l e  ciment intercellulaire est formé de protéine pauvre en 

soufre e t  riche en tjmosine, en acide aspartique, en sédne  e t  en glycocolle. 

La richesse en acide aspartique, serine e t  glycocolle expliquerait que l'hy- 

drolyse de ce ciment so i t  plus faci le  que celle des cellules corticales,puis- 

que l e s  liaisons peptidiques b s  lesquelles sont engagés ces mino-acides 

sont moins solides. 

Le ciment intercellulaire de l a  f ibre  s'hydrolyserait dont plus 

rapidement, et au f u r  e t  à mesure que l'hydrolyse progresserait, l e s  cellules 

corticales seraient attaquées à leur tour; on comprendrait alors, - l es  deux -;:A 
protéines, de composition chimique différente, s thydrolysant avec des vites- 

ses différentes , - que 1 ' on observe une composition continucl1eme;nt variable 

de lthydrolysat e t  de l a  laine restante. 

Afin de confirmer ou dl infirmer cette hypothèse, nous avons pensé 

qu'il  serai t  intéressant dtétudier lthydmlyse par ltncide sulfurique déci- 

n o m 1  des cellulcs corticales de l a  laine. 



CHAPITRE 1V 

HYDROLYSE PmIIGEE DES CELLULES CORTICbES DE LA MINE 

PAR L'ACIDE SULFURIQUE DECINOINAL. 

A - Préparation des cellules corticales, 

Les enzymes protéolytiques : t m s i n e ,  pepsine e t  surtout papaTnc, 

hydrolysent l a  laine en libérant l e s  celluïes corticales (voir chapitre V )  ; 

celles-ci, même par une action prolongée de l'enzyme, ne sont pas attaquées. 
. ,  

i!,~manm microscopique du résidu montre qu' i l  e s t  essentiellement 

formé par un faisceau de cellules fusifomes (voir  fig.21) contenant dos 

fragments de l a  cuticule (vraisemblablement 1 1 épicuticule). 011 peut donc en; 

conclure que l e s  enzymes hydrolysent essenti ellement l e  ciment in tercel lu la i re  

du cortex. 

Les cellules corticales ont é té  préparées de l a  façon suivante : 

100 g de la ine  anhydre, dégraissée par l ' é ther ,  sont hydrolysés à 6S0 C, par 

2 l i t r e s  d'une solution contenant 8 g de papafine commerciale (quali té Prolabo 

t i t r e  80) ,  20 g de métabisulfite de sodium e t  14 g de bicarbonate de sodium 

( pH de la solution 7,2). Après 6 heures d'hydrolyse, l e  résidu insoluble 

es t  f i l t r é  sur  un entonnoir en verre f r i t t é ,  lavé abondamment à l 'eau distil- 

lée ,  et essoré. Ce résidu es t  hydrolysé une deuxième fo i s  par 2 l i t r e s  diune 

solution de papaYne dans des conditions identiques. Le résidu de l a  deuxième 

hydrolyse papainique e s t  lavé à l1 eau d i s t i l l é e  e t  séché. Il pèse 28 grammes. 

Au raicroscope optique, il s e  présente sous l 'aspect d'un amas de cellules 

fusifomes contenant des fragments dtkpicuticule, 



B - Résultats expérimentaux. 

Nous avons adopté une technique semblable en tous points (sauf pour 

l a  durée) à celle que nous avons u t i l i s ée  pour l a  laine elle-mhe ( voir  

chapitre 111). 

25 g de cellules (poids anhydre) sont hydrolysés, à 1 é bull i t ion 

sous réfrigérant à reflux, par 500 m i  diacide sulfurique d l 0  pendant 16 

heures. L 1 hydrolysat est  ensuite f i l t r é  bouillant e t  l e s  cellules restantes 

sont neutralisées, rincées e t  séchées. Ces cellules restantes sont de nou- 

veau hydrolysées pendant 16 heures par 500 m l  d'acide sulfurique u 1 0  dms  

des conditions expérinentalcs identiques aux précédentes, Nous avons a ins i  

effectué t r o i s  hydrolyses successives de 16 heures e t  une quatrième hydro- 

lyse de 24 heures. 

Comme ceux obtenus par hydrolyse de l a  la ine ,  l e s  t r o i s  prcmiers 

hydrolysats laissent  déposer par refroidissenent un précipitQ blmc gélati- 

neux thennosolubles) , qu' i l  est possible d ' i soler  dans l e s  . 

conditions indiquées plus haut (voir chapitre 111) . 

C - Compa.raison m t r e  1 'hydrolyse sulfurique dos l'cellules 

cort icales e t  l'hydrolyse sulfurique de la "laine ". 
Il faut d'abord souligner que la composition en mino-acides des 

cellules cort icales (du moins en ce qui concerne l a  cystine e t  l a  tyrosine, 

seuls acides amin$s que nous syons dosés) est différente de cel le  de l a  f i -  

brc elle-meme. Les cellules corticalcs sont en e f f e t  un peu plus riches en 

soufre disulfure que l n  laine elle-même (+) (3?65 % dms l e s  cellules, 

3,171 $ dans l a  laine) e t  nettement plus pauvres en tyrosine (1,02 $ dans 

l e s  collules, 5,57 $ dans l a  laine). Ces résul ta ts  sont évidemment en faveur 

de l'hétérogénéité chimique de l a  f ibre  de laine. 

(+) Ceci confirme l e s  résul ta ts  do S T L ~ l ~ " i - L ~ V E R Z N W ~ ~ l  e t  GAVRILLdP (1937) 
(40) e t  de SPE(UiWJT c t  ELLIOT (1946) (41). 



Cependant, malgr6 cette différence de composition, l'hydrolyse par 
l 'acide sulfurique décinomal des cellules corticales est tout à f a i t  coqa- 

rable à cel le  de l a  laine elle-mhe. 

Nous avons pu vér i f ier ,  à l 'aide de la  c&romatographie sur papier, 

que l a  fraction "amino-acide " des hydrolysats sulfuriques des cellules cor- 

t i ca les  é t a i t  également t r è s  riche en acide aspartique l ib re  (+), 

. Cinétique de l a  solubilisation de llûrs,ote e t  du soufre au cours de 

l'hydrolyse par l 'acide sulfurique N/10 des cellules corticales de l a  laine. 

Cellules corticales : N to ta l  : 16,4 $; Soufre (thiol-i-disulfurdo3 ,65 %, 

N solubilisé en $ S (thioli-disulfure) 
Temps d 'hydrolyse de N i n i t i a l  ! solubilisé en $ de S 

int t i a l  

Après l a  l0 hydrolyse de 19,5 16 heures 6 914 

- l a  2 O  - 45,s 2OY6 

- l a  3O , - 65,l 36,5 
Après 72 h, d'hydrolyse 8'3 ,2 6 5,6 

I 

(+) Nous avons égclement soumis à l'hydrolyse sulfurique décinormal, pendant 
4 heures, un échantillon de fibres a r t i2 ic ie l les  à base de caséine lacti-  

que formolée; bien que ces fibres soient t rès  riches en acide glutmique'et 
relativement pauvres ai acide aspartique, l a  fraction "amino-acide" de 1 lhy- 
drolysat contient essentiellement de l 'acide aspartique l ib re  e t  seulement 
des traces d'acide glutamique libre. 



Teneur en soufre ( th iol  -1- disulfure) e t  en tyrosine des cellules 

cort icales soumises à 1 'hydrolyse e t  des tlpolypeptides thermos~lubles~~f  ornés. 

Soufre des / Soufre des / Tyrosine des ! Tyrosine des ' 
Temps i cellules trai-i "polypeptides i cellules !llpolypeptides 

! e s e  $1 : thennosolubles: trai tkes(en ~ ~ t h e m o s o l u b l e s  
(en heures) i j recuei l l i s  ($1 j jrecueillis ($) 

O 3,65 3 102 

1 x 1 6  i : 3 , s  1928 2,1 5,73 
2 x 1 6  494 1976 

Hydrolyse de l a  I8come " par l 'acide sulfurique v 1 0 .  

Corne : N t o t a l  : 16,4 $; Soufre ( th io l  + disulfure) : 3,44 $. 

1 Temps d'hydrolyse : N solubil isé en S solubil isé en $! Teneur en soufre 
( en heures) f de N i n i t i a l  i de S i n i t i a l  i de l a  corne aprbs 

hydrolyse 

O 3 ? 44 
16 3775 15,4 49 21 

3 2 67,8 3591 5917 



La comparaison du tableau X (hydrolyse des cellules corticales) e t  

du tableau V (hydrolyse de l a  laine) montre que l a  cinétique de l a  libéra- 

t i o n  de l 'azote e t  du soufre est  pratiquement identique pour l o s  deux subs- 

t r a t s .  La fraction solubilisée .est  netkement moins riche en soufre que l a  

protéine dont e l l e  provient. L'examen du tableau X 1  montre également que l e s  

cellules s' enrichissent en soufre e t  s'appauvrissent en tyrosine au fu r  et 
, .1 

à mesure que progresse lfhydrolyso; de même, l e s  "polypeptides themosolubles~ ''-= 

formés sont d'autant plus riches en soufre e t  plus pauvres en tyrosine qu'on 

l e s  recueil le à des stades plus .avancés de l'hydrolyse. 

Enfin, nous avons vér i f ié  que l'hydrolyse de l a  corne par l 'acide 

sulfurique décinormal cst également comparable à ce l le  de 12 lainé ou des 

cel lu les  cort icales (voir tableau ~ 1 1 ) .  11 se  dépose par refroidissement dos 

l~yd-rolysats des '9polypcptides themosolubles " . ' 



D - Conclusions. 

Les cellules corticales représentent une portion de l a  f ibre  nettement 

individualisée du point de vue morphologique, Elle s e  .distinguent également 

du res te  de l a  f ib re  du point de vue chimique, puisqufelles sont inattaquables 

par l a  paparne, alors que les  autres constituants protéiniques (72 $Y du poids 

de l a  f ibre)  sont facilement hydrolysés par cet enzyme; par a i l leurs ,  e l les  

sont un peu plus riches en soufre et  nettoment plus pauvres cn tyrosine que 

l a  f ibre  dans son ensemble. *- :d 
-. 

Malgré ces .différences, à l a  fo i s  d'ordre morpholo&que e t  chimique, i 

l e s  résul ta ts  de l'hydrolyse sulfurique ménagée des cellules corticales sont 

en tous points comparables à ceux obtenus avec l a  laine. Aussi, ceci nous 

amène à conclure que l a  kératine des cellules doit avoir une structure chimi- 

que t r è s  voisine de celle des autres constituants de l a  f ibre;  l e s  différences 

de composition en acides-minés des différentes kératines sont vraisemblable 

ment de peu d'importance en ce qui concerne leur structure fondamentale :nos 
I 

expériences d'hydrolyse sulfurique sur l a  "corne" ne font que confirmer cet te  

hypothèse. 

Par a i l leurs ,  ,l 'acide sulfurique déc inoml  à ,100OC se  révèle comme 

un agent spécifique d'hydrolyse des kératines, puisqu'il l ibère d'une façon 

t r è s  sélective l 'acide aspartique. L'énucléation progressive de cet amino- 

acide permet l a  libération de tronçons de chaînes, dont l es  "polypeptides 

thcmlosolubles que nous avons décrits constituent certainement une fraction 
I 

int&xessante, e t  il reste finalement un résidu riche en cystine, en proline, 

e t  n3 contenant presque plus d'acide aspartique. 

Arrivés à ce stade de notre t ravai l ,  il nous a seinblé .intéressant de 

pouvoir comparer cette hydrolyse par un agent chumique, qui s 'est révélé1 

comc ayant une action nettement préférentielle sur l e s  liaisons peptidiques 

des kératines de l a  laine, avec l'hydrolyse par des enzymes dont l a  spécifi- 

c i t é  d'action es t  bien connue. 



CHAPITRE V 

HYDROLYSE DE LA MINE PAR LA PEPSINE CRiSTALLISEE. 

Ltune des caractéristiques des kératines est  leur  résistance assez 

marquée à l'hydrolyse par les  enzymes protéolytiques. Aussi l e s  conditions 

u t i l i sées  par différents auteurs, dans l'hydrolyse enzymatique de l a  laine, 

ne sont pas celles qui sont habituellement employées dans lthydrolJr.se des 

protéines solubles, La plupart des expérimentateurs mettent en oeuvre de for- 

t e s  concentrations de l'enzyme par rapport au substrat, des temps d'action 

prolongés, e t  modifient plus ou moins l a  laine pan des réactifs chimiques 

pour l a  rendre plus susceptible à l 'action de l'enzyme. 

FIENNIER, C n 1 R D  et  COMTE (1927) (42), FROMAGEOT e t  PORCIUW) (1931) 

(43), par action prolongée de l a  pancréatine sur l a  laine qui a été pad ie l -  

lement dégradée par l e s  a lcal is ,  ont désintégré l a  f ibre  en ses composants 

morphologiques : CU-bicule e t  cellules corticales; seul l e  ciment intercellu- 

l a i r e  es t  hydrolysé. STAKHEYEMA-KhVERZNElnlA e t  GAVRILOW (1937) (44) uti1isan-k' ' 

l a  même technique, ont montré que l e s  cellules corticales sont absolument 

résistantes à 1 attaque par l a  pancr6atine; ils ont indiqué également que l a  

kératine des cellules est plus riche en soufre e t  en arginine que celle du 
l 

ciment intercel lula i re ;  ils en dQduisent que l e s  qualités spécifiques des 

kératines e t  l a  structure cr is ta l l ine  n'appartiennent qu'aux kératines des 

cellules. 

ELOD e t  ZAHN (1946) (45) ont étudié également l 'action de l a  pan- 

créatine sur l a  laine : ce complexe enzymatique n'hydrolyse pas plus de 10 $ 1 
environ d'une laine qui n'a subi aucun traitement préalable; si  l a  laine a 

r - 
i 7 

été, au préalable, réduite par l 'acide thioglycolique de manière à ce quo, . -.7 

50 $ des l iaisons disulfures soient rompues, l'enzymc est alors capable dlhy- 

drolyser 22 % de cet te  laine partiellement réduite; 1 'hydrolyse a t te in t  80 $ 
c t  plus si l a  laine a subi un prétraitement dans C l H  0 , l  g pendant 23 heure$; - 

'5 

à 100° C,  ou si e l l e  a é té  t ra i tée  dans un solvant .qui coupe l e s  liaisons 
L 

hydrogène (formaai.de à 122O C pendant 3 heures). L'analyse aux rayons X 



montre que l e  prétraitement à l 'acide chlorhydrique ou à l a  formamide trans- 

forme 1 1  4 -kératine en /3 -kératine désorientée, ce qui amène E L ~ D  e t  ZAHN 

à conclure que l a  susceptibil i té  à l 'attaque enzymatique ne dépend pas dc l a  

rupture des l ia isons  disulfures, mais bien de l a  configuration moléculaire (+). 

GEIGER, PATTERSON, MIZELZ e t  KARRIS (1941) (46) ont cependant montré 

que l a  f ibre  nc pouvait %t re  désintégrée en cellules cort icales par l a  popsine, 

qv.lap&s réduction par t i e l l e  des l iaisons disulfures par l e  thioglycolate al- 

calin. LERNOX (1952) (47) a signalé qu'une solutibn de pepsine à 1 $ (PH 1,8) 

contenant du b i su l f i t e  de sodium pouvait dissoudre 48 $ de la laine. -'a 
Pami l e s  différents enzymes protéolytiques, c 'est incontestablemen-b 

l a  papaïne qui hydrolyse l e  plus facilement l a  laine. 

SCHUBERL e t  H&O1 (1948) (48) ont montré qu'une solution de papaltne 

à 4 grammes par l i t r e ,  activée par du cyanure de potassium ( p ~  g), peut dis- 

soudre 52 $ de l a  laine, e t  que par des changements répétés de l a  solution 

papaïnique, 80 $ peuvent .se dissoudre; il res te  finalement une masse f ib r i l -  

l a i r e  inattaquable par l'enzyme. 

BLACKBURN (1950) (49) t r a i t e  l a  laine durant 3 h 30 min. par 2 % 
de papai'ne en solution dans du b i su l f i t e  de sodium à 1 % ( p ~  6,7) ; dans ces 

conditions 27 $ de l a  la ine  se  solubilisent (57 $ pour 24 hcures d'action). 

L'hydrolysat papafinique, amené à pH 4 par de l 'acide acétique, donne wi. pré- 

c ip i té  volumineux représentant 10 à 20 $ de l a  "protéine " solubilisée; ce 

polypeptide es t  ncttemcnt plus pauvre en so@re que l a  la ine  dont il provient, 

Les peptides qui restent solubles après acidification à pH 4 sont en moyenne 

des pentapeptides. 

LENNOX (1952) (50) a montré que l a  solubil isat ion de la. l a ine  par 

une solution de papaïne-bisulfite ( p ~  7) es t  complète en quelques heures à 

70° C, si l 'on ajoute une assez fo r te  proportion d'urée à l a  solution (solu- 

t ion dfurée 4 M ) , Ceci indique de façon t r è s  net te  que toutes l e s  protéines 

de l a  laine, même celle. des celluies cort icales,  peuvent Qt re  hydrolysées 

(+) Nos propres résul ta ts  sur lrhydrolyse pepsique de l a  la ine  ne semblent 
pas pouvoir confirmer cet te  conclusion (voir p . 3 , ~ ~  loin). 



par l e s  enzymes si 1 'on coupe à l a  fo i s  l e s  liaisons disulfures e t  les  

l iaisons hydrogène qui pontent entre e l les  l e s  différentes chaînes polypep- 

'cidiques. 

La modification de l a  surface écailleuse des fibres,  par des solu- 

tions de b i su l f i t e  contenant de l a  papafne, pour obtenir des laines "irré- 

t r é c i s s a b l e ~ ' ~ ,  a f a i t  1' ob jet  de plusieurs brevets. 

Enfin, il est intéressant de signaler que LINDERST@M -LANG et 

DUSPNA (1935) (51) ont montré que l ' in tes t in  des larves de mites contient 

une substance capable de réduire les  l iaisons disulfures de l a  kératine, ce 

qui l a  rend ensuite hydrolysable par l e s  enzymes protéolytiques présents 

dans l a  sécrétion intestinale. 

A - Hydrolyse pepsique de l a  laine intacte. 

Dans l a  première partie de ce travail ,  nous nous sommes proposé d'é- 

tudier l 'action de l a  pepsine sur  l a  la ine qui n'a subi aucune modification 

chimique, 

Nous avons t r a i t 6  de' l a  laine "lférinos 100-105 I t  (sous forme de ruban 

seigné ) par 50 fo i s  son poids d'acide sulfurique déc inoml  contenant 0,02 g 

$ de pepsine c r i s ta l l i sée  : dans ces essais l e  rapport enzyme/substrat inso- 

luble est donc de 1 $ (+). Les hydrolyses sont réalisées à l 'étuve à 370 C 

avcc agitation manuelle plusieurs fo i s  par jour. On effectue à .des interval- 

l e s  de temps réguliers des prélèvenents sur lesquels on dose l 'azote tota l  

par l a  méthode classique de Kjehldahl. La cinétique de libération de l'azott 

est  résumée dans l e  tableau X111.  

Au bout de 7 jours, 11 $ de l ' azo te  to ta l  de l a  laine sont donc 

dissous, La progression de l'hydrolyse s e  ra lent i t  ensuite, comme l e  montrent 

nettement l e  tableau X l l l  e t  l a  figure 19 : en effet, après 14 joura, 12 $ 
seulement, e t  après 22 jours, 12,3 $ de l 'azote t o t a l  sont solubilisés : il 

semble donc que l e  chiffre de 11 % représente un pal ier  au cours de l 'hydroj, 
i 

l i s e  pepsique d'une laine intacte  (-H-) . 
(+) Ce rapport es t  celui habituellement u t i l i s é  dans l'hydrolyse enzymatiqua ' -  

des protéines solul~les . LENNOX (1952) (52) u t i l i s e  un r a ~ p o r t  cnzyme/laine 
égal à 30 $. 

(u) Il est intéressant de rappeler q u e ' h 0 ~  e t  ZAHN (1946) (53) trouvoit 
également que l a  pancréatine ne dissoutri 3 jours, que 8 $ d'une laine 

qui nia subi aucun traitement préalable. 



Au cours de llhydrolyse pepsique, l a  laine subit des modifications 

morphologiques importantes : après 16 jours, on constate une perte importante 

de l a  rdsistance mécanique et ,  à lt examen microscopique, on peut observcr que 

par endroit l e s  f ibres sont fortement altérées " e t  que l e s  cellules corti- 

cales commencent à être  libérées ( voir figura 20). Il est donc vraisemblable 

que l a  pepsine attaque principalement une partie du ciment intercellulaire e t  

certaines couches de l a  cuticule, mais l'attaque nt est  pas aussi avan65e en 

tous l e s  points de l a  fibre. 

Cette solubilisation est bien de nature enzymatique. En effet, l 'aci-  

d i t é  du milieu [ S O ~ H ~  g 1 0 )  ne provoque, en 14 jours, qu'une dissolution de 

1,6 % de l lazote (voir tableau ~ 1 1 1 ) .  Il s 'agit  d la i l lcurs  surtout d'unc li- 

bération d'ammoniaque à prtir des fonctions amides de l'asparagine e t  de l a  

glutamine. Cctte hydrolyse progresse t rès  lentement en fonction du temps : 

e l l e  a t te in t  par cxemple 3,2 $ cn 43 jours. On peut d'ailleurs en déduirc ,que 

l a  t rès  légère augmentation que l 'on obscrve entre l e  70 e t  l c  210 jour.drhy- 

dmlyse pepsique résultc uniquement de l'hydrolyse acide particl le e t  n' es t  

pas de nature enzymatique. Cette hydrolyse acide ne l ibère pas l e s  cellules 

corticales g l a  laine conserve son aspect i n i t i a l .  

On pouvait, d'autre part, s e  demander si l ' a r r ê t  dc l'hydrolyse n t& 

tait pas provoqué par une inhibition de l a  pepsine par les  polypeptides li- 

bérés , O r ,  il n t  en est rien : car, en renouvelant l e  milieu dlhydrolyse, tous 

l e s  7 jours, -opération fac i l i t ée  par l ' insolubi l i té  du substrat, que I ton  

peut aisément i so le r  c'c laver, -on constate que l e  degré d'hydrolyse ne s1é- 

lèvc guère. Quand on renouvelle 3 fo i s  l e  milieu, l a  solubilisation a t te in t  

seulement 15 $. 

On peut donc conclure que l'hydrolyse pepsique d'une laine intacte 

pcmct l a  solubilisation de 10 à 12 $ environ de l 'ozotc total. 

Eh même temps quc l a  libération de l 'azote, nous avons également 

étudié l a  l ibération du soufre ( thiol  + disulfure) c t  dc l a  tyrosine. Après 

22 jours d1hydrolyse, on ne trouve en solution que 3,2 du soufre (thiol  + 
disulfure) ini t ia l .Par  contre, pour l e  même temps d'action, 13,3 % de l a  

tyrosine tota le  sont solubilisée. Les fractions solubilisées sont donc pauvres 

en soufre e t  relativement ri ches en tyrosine. (.t.). 

(+) Le soufre (thiol-kdisulfure) e t  l a  tyrosine apportés par l a  pcpsinc ont 
été déduits. 

. - - - - 8 , .  '-& 
1 , 1 1 , 1  1 

& 



Cinétique de l a  solubilisation de l'azote, du soufre ( thiol  + disulfure) ot 

de l n  tyrosine au cours de l'hydrolyse pepsique de l a  laine (température 3 7 0 ~ ) .  

Laine : N f a t a l  : 16,55 $. 
Soufre ( thiol  + disulfure) : 3,13 $ ; Tyrosine 5,57 $. 

t j N solubilis6 mi % de N to ta l  S (thiol+dis& Tyrosine soluii 
; fure)solubilis6 bil isée en $ 

Temps i en % du soufre de l a  tyrosino Hycirolyse Hydrolyse : 

popdique i sulfurique i n i t i a l  i totale 
~ / 1 0 à 3 7 0 ~ j  

7 jours 3 12,2 
1 

10925 

14 jours 1957, i 
,' i 

- :  

10: 43 l 
122 jours 12,3 - .  13,3 

43 jours 3,2 : 
I 

. . . . . . .  15 % ; . , , . . .  .- ..................................................... 5 . .  . . . . . . . . . .  .................................................... 

: ............................. ......................... - .................................................. f.2 .Tx~!?si.ne 
; .......................................................... 4.r ................................. ..................-a ......................... k . , ; ~  ..... solubilisé 
. .  .......................................................... b. ........................................................ 1 ................................................ . , . .  Spipsine) 

.* : . . . . . . . . 10 $ ................................................................. . . .......................................................................................... ........................................ 
. :  . . .. : .. : 

....................................................................................................................................................................... ........................ 5 % i  : )- <:: * ...................... .. , 

........................................... ................................ ................... j .  ;: i. ................................................................ ..................................................... 
................................................ i ............... ; Y 

. . ,  ..................... ..................... ..... .... - + .. ~ , .  S 8~1ubl l i se  
. , . . ........................................ ........................................................... i ........ ? ...................................................... : .,.... ,.? -. .....N.... ; - - - y  3, 
. . . . 
: .  . . . :...- . ......................... -+/--O ..........<.....<.<..<..................................... : ............................. ; ............................................................... "< ....................... . . . . . . ...... ;. ...-........ '." 
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7 14 21 jours 

FIGURE: - 19 

Cinétique de lthydmlyse pepsique d'une laine intacte. 



Microphc3ographic d'une f i b r e  de laine après une hydrolyse pepsique d'une durée 

de 16 jours ' 



Nous avons d'autre part  essayé de pr6ciser l a  nature de quelques soly-peptides 

libérés au. cours de 1 'hydrolyse pepsique. Il est  d'abord important de souli- 

gner que llhydrolysat ne donne aucun précipité par addition dtacide trichlo- 

racétique, ce qui indique q u t i l  ne contient pas de gros polypeptides : ceci 

constitue une différence t r è s  nette d'avec l e s  hydrolysats sulfuriques e t  

l e s  hydrolysats papafinique. Le fractionnement a é té  réalisé suivant l a  tech- 

nique de BISEXTE (1952) . (54) ; il comporte successivement des chromatographies 

s u r  résines à échange dtions e t  des chromatogqhies de partage sur colonne de 

poudre de celluiose avec l e  mélange butanol/acide acétique comme système sol- 

vant. 

Après l a  chromatographie sur poudre de cellulose, on obtient .8 

sous-fractions. Nous n1insisterons que sur  l a  composition dtune seule d'entre 

elles,  qui nous paraît assez caractéristique. bprès hydrolyse totale,  e l le  

apparaît en e f fe t  particulièrement riche en leucine e t  en phénylalanine. En 

chromûltographi e unidimensionnelle sur papier dans l e  système butanol/acide 

acétique e t  après révélation à l a  ninhydrine, e l l e  s e  montre principalement 

composée de 2 taches, liune violette, l ' au t re  bleutée, un pou moins rapide, 

qui rappelle par sa coloration l a  tache de phénylalanine. Les comportements 

cliromatographiques de ces peptides s 'apparentent 6 t r o i t  emeiit à ceux de l a  

leucine et  de l a  phénylalanine. 

On peut séparer ces deux composés sur une colonne de charbon, sui- 

vant l a  technique .de FROMhGEOT (1948) (55), complétée par une ultime puzifi- 

cation à 1 'aido dtune chromatographie unidimensionnelle séparative sur papier 

dans l e  système butanol/acide acétique, Aprés hydrolyse totale,  l a  tache 

"bleutée contient l e s  acides minés suivants, dont l e s  proportions re la t i -  

vcs ont été estimées sclon l a  règle de DENT (1948) (56) : acide glutamique : 10; 

glycocol,le : 10; alanine :IO; vtlline :3 9 diaminés : 3 ; phén~lalcinine : 20 g 

leucine : 20 . La tache "violette * comprend les  constituants suivants : 

acide glutamique : 5 ; glycicolle : 5 ; alanine : 2; diaminés : 2 : 1eucine:lO 

pas de ~hénvlalanine. La prédominance de la  leucine e t  de l a  phénylalanine 

dans ces peptides est donc évidente. 

On peut, certes, expliquer çes constatations par l a  coexistence 

possible de ces peptides e t  de leucine e t  de phénylalanine l ibres,  surtout 

de pliényla,b&ne, seul &no-acide que DFSIRJEUE (1952) (57) ait pu trouver 



à l ' é t a t  l i b r e  dans l e s  hydmlysats pepsiques. Dans ces conditions, il fau- 

d r a i t  admettre une iden t i t é  absolue de comportement des peptides consid6rés 

e t  des amino-acides l ibres ,  à 13 fo i s  au cours de l a  chromtogaphie de pa- 

tage sur  colonne de cellulose ou sur papier e t  au cours dc l a  chromatographie 

de partage sur  colonne de charbon, Cette éventualité est t r è s  peu vraisembla- 

ble. Nous avons donc a f fa i re ,  t r è s  probablement, à deux peptides caractéris- 

tiques e t  il est  t r è s  curieux de noter que l'on retrouve des peptides possé- 

dant une structure voisine dans des hydrolysats pepsiques de protéines t r è s  

différentes, comme l a  cristalbumine, l e s  sérum-globulines, etc. Cetite cons- 

ta ta t ion es t  naturellement en faveur d'une certaine spécif ic i té  d'action de 

l a  pepsine. 

B - Hydrolyse pepsique de la ines  modifiées par des réact i fs  

ch.i@ques . 
Cette première s é r i e  d'expériences montre donc que l'hydrolyse de l a  

l a ine  par l a  pepsine, dans l e s  conditions habituellemait u t i l i sées  pour l e s  

protéines solubles, e s t  très lente  e t  que seule une pe t i t e  fraction (11 $) 
de l a  f ibre  s e  solubil,ise, Cette fraction soluble a cependant une caractéris- 

tique t r è s  importante : sa  pauvreté en soufre. 

Dans une deuxième sé r i e  d'expériences, nous avons essayé de mettre en 

évidence l'influence que pouvaient avoir des modifications chimiques de la  

laine, - e t  spécialement l a  rupture de ses  l iaisons disulfures, - sur son 

comportement vis-à-vis de l a  pepsine. 

1) Hyd-rolvse ~ e ~ s i a u e  de l a  la ine  "réduite ". 
Les hydrolyses pepsiques sont conduites comme précédament ( 370 .C ,  

rapport enzyme/substrat : 1 $) , à cette différence près que l e  milieu d'hy- 

drolyse contient du b i su l f i t e  de sodium à une concentration sensiblement 

M/10 (PH = 1,8). 

PHILLIPS (1946) (58) a montré que l e  b i su l f i t e  de sodium coupait une 

par t ie  des l ia isons  disulfures de l a  la ine  en donnant des groupements th io l s  



e t  S-cystéine-sulfonate de sodium ( voir l è r e  partie,  chapitre 11). 

TJous avons suivi l a  libération de l 'azote  e t  du soufre (thiol  + 
disulfure), quc nous avons résumée dans l e  tableau XlV. 

Cinétique de Ir. solubilisation de l 'azote e t  du soufre (thiol + disulfure1 

3u cours de l fbdrolsrse  ~eps iauc  en ~réscnce  du b isu l f i t e  dc sodium 

( température 37 O c ) . 

1 / N solubilisé en % de / S ( thiol  + disulfure) 
T emps N to ta l  i solubilisé en $ de 

S to ta l  - 
i jour 14,4 1093 

2 jours 

3 jours . . 
5 jours 1/2 5893 54 

Renouvellement du a i l i eu  i 
d tliydrolyse -t 16 jours 7 6 

Il est  frappant de constater que, dans ces conditions, l'attaque 

de l a  laine est t r è s  importante : el le  a t te in t ,  en effet ,  68 96 de 1 'azote 

to ta l  en 10 jours. En renouvelant l e  milieu d'hydrolyse (pepsine, b i su l f i t e  

de sodium et  cid de sulfurique) e t  en prolongcant l e  contact encore 16 jours 

à 3 7 O  C ,  l a  solubilisation se  poursuit e t  l 'on arrive à 76 $ do l'azote to- 

t c l .  Lc résidu inattaqué est constitué par l e s  cellules corticales de l a  fi- 

bre c?t des fragments de l a  cuticule. La fraction solubilisée est donc essen- 

ticllcment constituée par l c  ciment i n t  crccllulc3ro(voir f i bwe  21). 

Il est  intéressant de fa i re  également remarquer que l e  bisulf i te  

nfinl?ibe pas l ' a c t i v i t é  enzymatique de l a  pepsine, bien quc cc réducteur 

coupc vraisemblablement certains ponts disulfures de l'enzyme. KERN e t  

HEFüUd (1953) (59) ont d a i l leurs  signalé que l a  pepsinc conservait toute 



FIGURE - 21 

Microphotographie d'une f ibre  de laine après hydrolyse pepsique en milieu b i su l f i t e  

de sodtur.~ (,:v.r~z 10 jov-rs) . 
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son ac t iv i t é  quand un de ses ponts disulfures é t a i t  rompu. La rupture des 

deux autres ponts provoque au contraire l ' inactivation. 

L'étude électrophorétique sur papier, en tampon véronal de pH 8,6, 

des peptides l ibérés  à différents temps d'hydrolyse, révèle l a  présence de 

plusieurs fcactions dis t inctes  (voir  figure 22). On disting.ue notamment une 

fraction lente t r è s  homogène (zone 1)  e t  une fraction plus complexe, hétéro- 

gène, qui représente un ensemble de nombreux types de peptides. 

Laine réduite 
Pepsine 
(64 h.) 

FIGURE - 22 

Electrophorègramw d'im hydrolysat pepsiqwo de laine. 

Alors que, dans l'hydrolyse pepsique en l'absence de réducteur, la 

pe t i t e  fraction solubil isée (11 $) est  pauvre en soufre ( th iol  + disulfure), 

il est fmppant de constater q 1  ' en présence de b i su l f i t e  il y a un parallé- 

lisme constant entre l e s  cinétiques de solubil isat ion de l 'azote e t  du soufre 

( tableau x ~ v ) .  Les fractions solubilisées ont sensiblement l a  même teneur m) 

d..'s- ,- ., ,. . . soufre que l a  laine i n i t i a l e .  



2 ) Hvdrol'rse ~ e ~ s i a u e  de l a  laine "oxvdée ". 

Si  l a  réluction des liaisons disulfires de l a  l d n e  permet à l a  

pepsine d'hydrolyser 76 $ de l a  fibro, on pouvait prévoir que lto:;ydation de 

ces memes liaisons demi t  avoir un effet  du même ordre, 

Nous avons oxydé l a  laine par l a  technique ~ILUEXANDER (1950) (60): 

2 g r m e s  dc laine sont plongés pendant 24 heures, à l n  température du labo- 

ratoire, dans 50 mi d'une solution d-'acide peracétique à 2 $; l a  laine est 

ensuite lavée abondamment à l'eau d i s t i l l ée ;  il ne se  produit aucune disso- 

lution des f ibres  au cours du traitement. Nous avons vér i f ié  que cette laine 

oxydée ne contenait plus de soufre ( thiol  + disulfure). La laine o q d é o  es t  

hydrolysée par l a  pepsine dans dcs conditions identiques à celles ut i l isées  

pour 13, laine intacte  ( en ltabsence de bisulf i te) .  

Le tableau XV résune l a  progression de lthydrolyse en fonction du 

temps. La ,comparaison des tableaux X1V e t  XV montre que lfhydrolyse par l a  

pepsine druno "laine oxydée est beaucoup plus rapide que celle d'une "laine 

rgduite (+) . Par a i l leurs ,  on n'observe à aucun moment une libération de 

cellules corticales, comme mec l a  laine intacte  ou avec l a  "lcinc réduite It ,  

c t  on obtient finclcmcnt un résidu inattaquable par l'enzyme qui n l 'aspect 

de l a  "subcuticule dlALEXUTDER, 

( voir page suivante ) 

(+) L'hydrolyse,par l 'acide sulfurique déc inoml  à 100 0 C ,  d'une laine 
"oxydée est également beaucoup plus rapide que celle d'une laine non 

traitée.  En 5 heures 45 $ de l'?-zote t o t a l  de l a  laine oxydée sont passés 
en solution, tandid que dans les  mêmes conditions, 6 $ seulement sont solu- 
bil isés à pa r t i r  diune laine non t ra i tée  ( tableau v) .  On constate toujours 
l c  libération préf ércnti  e l l e  d'acide aspartique e t  1 'apparition de llpolypep 
t idcs thermosolublcs I I .  



Cinétique de l a  solubil isat ion de l a  "laine oxydée au cours de lihydrolyso 

gepsique. (+) 

i 
Temps Laine solubilisée en $ (++) 

2 jburs 

3 jours 

5 jours 

10 jours 

25 jours 

(+) La solubil isat ion de l a  la inc  oxydée par S04H2 ~ / 1 0  à 370 C en liabsenc 
de pepsine est n6gligeable (2,6 $ en 3 jours). 

(c+) Déterminée par pesée du résidu insoluble dans l e  milieu dihydrolyse. j 

SAXGER (1945) (61) a niontré que l e  2-4 dinitrofluorobenzène réagi*. 'al 
s u r  l e s  groqoments minés  l ib res  des protéines, sur  los  hydroky3es tyrosi&" 

ques e t  su r  l e  noyau de l ih is t id ine .  

La technique de dinitrophénylation que nous avons adoptée es t  1s 

suivante.: on t r a i t e  10 g de laine anhydre en présence de 200 ml d'eau e t  

400 ml d'alcool dans lesquels on dissout 10 g de bicarbonate de sodium ot 

5 g de 2-4 dinitrofluorobenzène; on porte à 1 étuve à 40 O C .pendant 24 heur-- 

La lainc e s t  alors extra i te  à l lappareil  de Soxhlet par do l 'clcool, jusqu'à 

ce que ce dernier r e s t e  incolore (llopération dure 30 heures) ; on procède en- 

su i t e  à une extraction à l ' é ther  pendant plusieurs hecres e t  finalcmcnt an 

rince 13 l w n e  dans une solution d'acide acétique à 1 $, puis dans lteau. Le 

t r a i t  emcnt dc dinitrophénylation produit une augmentation de poids de 10,2 $ . 



Ccttc augmentation de poids correspond à ccl le  que l'un peut attendre de la  

dinitmphénylation dcs mino-acides N-tenoinaux e t  de ccl lc  de l a  lysine, de 

l rh i s t id ine  e t  de l a  tyrosine (+), 

La DNP-laina n'est pas attaquée par l a  pepsine ( p ~  1,8) même en 

présence de b i su l f i t e ;  au contraire, l a  DNP-laine -. soumise à l'oxydation 

par  l 'acide peracétique est  devenue hydrolystible par l a  pepsine, nais l'hy- 

drolyse est  lente  : 40 $ de l a  DNP-laine oxydée s e  solubilisent en 7 jours 

sous l t a c t i on  de l n  pepsine; il n ty  a pas l ibération de cellules corticales. 

. ,! - - ; F  

(+) Si  l 'on ne procède pas à une ektraction soignée, à l t a lcoo l  c t  à ï l é 5 h t r ~  
de l a  la ine  dinitrophénylée, lfaugmcntation de poids es t  ncttemcnt plus 

importante, car l a  la ine  adsorbe une grosse quantité dc 2,4-dinitrophénol. 



CHAPITRE V 1  

Les différents auteurs (scH~BERJ, (62), BLACKBURN ( 6 3 ) ,  LE!!TNOX (64) 

qui ont étudié l 'action de l a  papaPne sur l a  laine ont u t i l i s e  des papaPnes 

cornerciales impures ou partiellenent purifiées. En 1954, KIMMEG c t  SMITH (65) 

ont décrit une méthode de préparation de l a  papdne cr is ta l l isée  à par t i r  de 

produits conmerciaux : nous avons donc pensé qu' i l  serai t  intéressant dfétu- 

d i e r  pour l a  première fo i s  lihydrolyse de l a  laine par cet cnzymo cr is ta l l isé .  

A - Préparation de l a  paparne cr is ta l l isée .  

Nous avons préparé l a  papnTne cr is ta l l isée  d'après l e s  indications 

de K I i Q E L  e t  SMITH. 

On mélange dans un mortier de l a  paparne cornerciale (+) (190 g) 

mec de l n  cé l i t e  (100 g) e t  du sable (150 g ) ,  on malaxe ensuite ce mélange 

avec 200 à 300 ml de cystéine O,O4 amenés à pH 5,5 par addition do sou2c.. 

Après avoir la issé  reposer un certain tcmps, on décante l c  liquide surnag~ant 

e t  on extrait  de nouveau l e  résidu restant dans l e  mortier avec 300 ml de 

solution de cystéine, on décante comme précédemment e t  on lave l e  mortier 

avec. l a  solution de cystéine, de façon à u t i l i s e r  un  l i t r e  de solution pour 

l e s  extractions c t  lavages. 

On obtient ainsi  une suspension que 1 'on f i l t r e  sur un entonnoir 

Buchner. Lc f i l t r a t  est  ajiblté à pH 9 par addition de Na OH IJJ ce qui provo- 

que la  fomYc io l l  d'un précipité grisfitre que l 'on élimine par centrifuga- 

tion. Dans l e  liquide surnageant on ajoute du sulfa te  dfmonium cr i s ta l l i sé  

de façon à obtenir une concentration en se l  de 25 $, Cette solution est con- 

servée 2 heures à 4OC, e l le  la isse  déposer progressivement un précipité blanc ;a . . , 8 :. 
(+) qualité PROISLBO, t i t r e  80. 
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que l'on recueil le par centrif!ugation. Ce précipité, après avoir été lavé 

par 400 à 500 m l  de solution de sulfa te  dfanmonium à 25 $, est  redissout 

dans 600 ml de cystéine 0,02 M ( p ~  7). Dans cet te  solution on ajoute lente- - 
ment 60 g de C l  Na solide, par conservation à 40 l a  paparne précipite, on 

cw-trifuge de nouveau, en chambre froide, e t  l e  sol ide  recuei l l i  est mis en 

suspension dans 100 m l  de cystéine 0,02 M ( p ~  6,5); à 40dcette suspension 

c r i s t a l l i s e  nettement. 

Cfest  ce t te  suspension de papazne c r i s t a l l i s ée  quc nous avons uti-  

l i s é e  dans nos expériences d'hydrolyse, 

B - Hydrolyse papaTnique de l a  la ine  en présence 

de bisulf i te .  

.LEXNOX (1952) (66)a nontré que l a  papnFne en l'absence d'agent ré- 

ducteur n'hydrolyse pas l a  laine,  .car  l 'agent réducteur réal ise  à l a  fo i s  

unc indispensable activation de 1' enzyne e t  une augncntation de l a  réact iv i té  

du substrat par rupture des l iaisons disulfures. 

Nous avons donc étudié l a  cinétique de l a  solubilisation de laine, 

par l a  papaine c r i s ta l l i sée ,  dans l e s  conditions suivantes, Des échantillons 

de 2 g de laine (poids anhydre) sont t r a i t é s  par 100 m l  d'une solution de 

b i su l f i t e  de sodiun à 1 % (menée à pH 7 par addition de bicarbonate dc sodium) 

contenant 0 ,O2 g $ de papalne; corne dans l e s  essais  avec 13 pepsine, l e  r n p  

port enzyme/substrat est de 1/100. Lcs hydrolyses sont réalisées à l 'étuve B 
37O C (+) pendant des tenps variables. Le résidu es t  r ~ ~ s u i f c  f i l t r é  sur un 

entonnoir en verre f r i t t é ,  lavé abondament à 1 eau dist-illée, séché à l lé- 

tuve à 105 O C e t  pesé, Les résul ta ts  sont résumés dans l e  tableau W1, On 

peut voir  que l'hydrolyse par l a  papaïne-bisulfite es t  beaucoup plus rapide 

que l~hydrolyse  par l a  pcpsine-bisulfite ( tableau x ~ v ) ;  mais dans l e s  deux 

cas on arr ive  à un résidu ( 20 b 25 $) inatiiaquable par  1 1  enzyne en miüeu 

réducteur, e t  qui es t  constitué essentiellement par l e s  cellules corticales , 4  

- - 
de la f ibre ,  . Mq :- -=d 

(+) La tunpérûturc optimun d'action de l a  papaine e s t  voisine de 700C. Nous 
avons cependant opéré à 37OC, pour pouvoir comparer l e s  cinétiques dthy- 

drolyse avec cel les  de 1 'hydrolyse pepsique, 



Cinétiaue de l a  solubilisation de l a  laine Dar la ~ a ~ d n e  

Temps en heures Laine solubil isée (+) en $ 

2 3 8  

4 1099 

8 21,2 

16 

24 

48 

8 jours 

. - -. . 

(+) En 24 heures, mais à 700 C,  80 % de l a  laine se solubilisent. 

C - Etude électrophorétique de llhydrolysat papdnique, 

Cette étude a .été réalisée sur  un hydrolysat de 18 heures à 700 C ;  

dans ces conditions, l'enzyme solubilise la  plus grande par t ie  de l a  f ibre;  

seules l e s  cellules cort icales ne sont pas attaquées. Cet hydrolysat, par 

a justement à pH 4, donne un précipité constitué par un polypeptide ou un 

groupe de polypeptides pauvre en soufre A de BLACKBURN) (67). 

On peut difficilement reàissoudre ce précipité en milieu a lcal in  e t  son étu- 

de électrophorétique s est révélée impossible. La solution résiduelle est 

dialysée dans un boudin de cellophane pendant . s ix  jours : on obtient de cet- 

t e  façon deux fractions,  l'une adialysable, l ' aut re  dialysable, La fraction 

dialysable peut & t r e  séparée en deux sous-fractions par passage sur une ré- 

s ine  à échange de -cations ( h b e r l i t e  I R  190, sous forme $ ) ; l ' m e  des 

fractions es t  re tmue e t  éluée par l'ammoniaque 2 g ( ~ i a l ~ s a b l e  A) ,  l 'autre 

n 'es t  pas fixée par l a  résine ( ~ i a l ~ s a b l e  B). Ces t r o i s  fractions (hdialysa- 

ble,  Dialysables A e t  B)  ont é t é  étudiées par électrophorèse sur papier 3, 



pH 3,9 (tampon pyri.dine/acide acétique). La r k é l a t i o n  a été obtenue par 

pulvérisation de ninhyddne à 0 , l  $ dans l e  2-butnnol saturé d'eau, suivie 

dtun chauffage de 15 minutes à 1000C. 

Les électmphorégrammes obtenus ont été analysés à l 'aide d'un 

densitombtre Photovolt, équipé d'un f i l t r e  ver t  à 530 mp (voir figure 23) 

Toutes l a s  fractions sont t r è s  hétérogènes e t  contiennent de 

nombreux groupes de peptides différents. 

La complexité de ces diverses fractions ne nous a pas permis de 

pousser plus loin  notre investigation. 

D - Hydrolyse papdnique de laines dont on n modifié 

l e s  l iaisons disulfures. 

Nous avons également comparé l e s  cinétiques d'hydrolyse de deux 

échantillons de la ine dont on a modifié au préalable l e s  liaisons disulfurea. 

Un échantillon de laine n été  oxydé par l 'acide peracétique dans 

des condi-ti ons exposées plus haut. 

L'autre échantillon a, été t r a i t é  pendant 24 heures à l a  tem~éra- - 
laine = 1 ture du laboratoire par une solution de soude 0 , l  U ( r a ~ ~ ~ r t ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  400 1. 

puis rincé. PHILLIPS (65) a montré que dons ces conditions une par t ie  des 

liaisons disulfures de l a  laine est remplacée par des liaisons thioéthers 

qui ne sont plus réductibles par l e  bisulf i te  de sodium. Effectivement, l e  

dosage indique quo l a  teneur en soufre ( thiol  + disulfure) de l'échantillon 

est de 1,g $ ( l a  teneur en soufre, -thiol+disulfure,- de l a  laine intacte 

es t  cie 3,13 $). 

Les conditions d'hydrolyse sont cel les  exposées au paragraphe B, 

l a  tunpbrature a é t é  fixée à 40°C. 

L'examen du tableau XVl l  montre que l%ydrolyse papaYniquc d'une 

I1laiiie oxydée " es t  beaucoup plus rapide que cel le  d'une Iflaine réduite e t  

ceci est  tout à f a i t  comparable à l'hydrolyse pepsique. Dans l e  cas de l a  





laine oxydée, l a  solubilisation es t  cbmplète; on n t  observe mhe pas l'appari- --q 
tion de l a  ttsubcuticule d'&-ER, comme dans lthydrolyse pepsique; il 

res te  simplement en suspension dans 1 ihydrolysat des fragments épars d'épi- 

cuti cule , 

Cinétique de l a  sglubil i  sation de la ines  modifiées chimiquement - 
au cours de 1 f hydrolyse p a ~ d n i a u e  (tem~érature 40%'). - 

- 
I: "Laine réduite "Laine oxydée Laine t r a i t é e  

Tempsenheures i j par l a  soude 
solubilisée en $ / solubil isée en % i (4 

solubilisée en 
% 

! 

4 2 1 

8 51 
i - 

. . 14 
16 7 1 

48 52 100 3 5 

(+) Un échantillon de laine t r a i t é  pendant 16 heures par une solution de 
cyanure de potassium 0 , l  à 660C est  encore plus résistant à l(hydro1y- 

se papaïnique, puisque 24 % seulement s e  solubilisent en 48 heures, 

Il es t  intéressant  de rapprocher ces résul ta ts  de ceux de LENNOX 

(1953) (69), qui obtient également une solubil isat ion complète de l a  la ine  

par une solution de papaïne-bisulfite, contenant une forte proportion d'urée 

(concentration 4 M en urée). 

Au contraire, lorsqu'une par t i e  de l n  cystine a été remplacée par 

de l a  lmthionine ( lc ine  t r a i t é e  à l a  soude ou au cyanure de 

l'hydrolyse papaTnique est  t r è s  nettement ra lent ie ,  



E - Etude électrophorétique de lthydrolysat paparnique 

de la ine  oxydée. 

Le polypeptide qui précipite par ajustement à pH 4 d r m  hydrolysat 

papaïnique de l a ine  intacte,  e s t  insoluble en milieu ammoniacal e t  ne peut 

donc ê t r e  étudié en électrophorèse. ,lu contraire ;los précipités obtenus à 

pH 4 à par t i r  dlhydrolysats papayniques de la ine  oxydée sont facilement re- 

dissous dans llmmoniaque à 2 $ ( l a  la ine  oxydée es t  6galement soluble dans 

l tmon iaque ;  vo i r  à ce sujet  ALEXANDER)(~O), 

Xes précipitas obtenus à pH 4 ont donc é té  étudiés en 6l.ectrophorèsc 

su r  papier à pH 8,9 (durée de passage du courant 8 heures sous 120 volts) .  

La révélation e s t  obtenue par coloration à ltlimidoschwartz 10 B. 

'Pour des temps courts dfhydrolyse enzymatique (4 heures à 40 OC), on 

observe unc seule bmde assez diffuse (voir  figure 24); au contraire, pour 

des t ciilps prolongés d 'hydrolyse (48 heures ) , c est-&dire lorsque pratique- 

ment toute l a  l a ine  es t  solubilisée, l 'aspect observr5 es t  bcaucoup plus hé- 

térogène : on aperçoit deux groupes de composés ( 1 e t  2 de l a  figure 24). 

L<un(composé 1 )  possède une vi tesse  de migration analogue au composé uniquc 

olstenu dans l e s  temps courts d'hydrolyse; l ' au t re  (composé 2) es t  nouvelle- 

ment cppam. La composition de ce groupe de peptides précipitables est  donc 

variable en fonction ,du temps, comtnc l e  groupe de polypeptides tl~ermosolubles 

i so lés  au cours de 1 fhydrolyse acide ménagée (voir plus haut). 



FIGURE - 24 
Electroph6régrammes des précipités obtenus à pH 4 à p a r t i r  dthydrolysats ..,-!: 

m. 

papalniques de l a ine  oxydée. '- +.,,! 

hi haut ': Après 4 heures dt2iydrolyse. 
En bas : Après 48 heures d'hydrolyse. 



E - Hydrolyse papaTnique de l a  DNP-laine; 

La DNP-laine, préparé6 corne nous 1 'avons indiqué au chapitre V, n ' es t  

que t rès  légèrement hydrolysée par l a  papazne-bisulfite à 400C, puisque en 

24 heures, 7 $ seulement de l a  protéine passent en solution : il nly a pas 

Libération de cellules corticales; on observe seulement au microscope une 

légére modification de l a  surface écailleuse des fibres,  qui ont tendance à 

devenir l i sses .  Au contraire, si 1' on dissout dans l a  solution papdtm-Msu.1- 

f i t e  de .l 'urée, de façon à obtenir une concentration 3 fois  moléculaire en 

urée, l'hydrolyse de l a  DW-laine devient beaucoup plus importante : en of- 

f e t ,  en 24 heures, 70 $ de l a  protéine passent en solution. Lthydrolysat es t  

f ortcment coloré eE jcme et  l e  résidu e s t  constitué essensitllemcnt par l e s  

cellules corticales. 11 est assez curieux que L m O X  (1955) (71) n ' a i t  pas 

rCuss,i à .solubil iser une DNP-laine dans une solution de papdne-bisulfite- 

urée : l'enzyme non puri f ié  qu' i l  u t i l i s e  est  peut 8tre moins act i f  que no- 

t r e  papaïne cr is ta l l isée .  

De 1 'hydrolysat obtenu par action du système papafne-bisulfit e-urée 

sur  l a  DNP-laine, on peut séparer des DNP-poptides solubles dans l lalcool 

isomylique e t  dans l e  2-butmol. En électrophorèse sur papier, ces DNP-pep 

t ides se séparent en deux groupes dist incts.  ; ) ;=a 



Conclusions sur 1 'hydrolyse e n z p t i q u e  de l a  laine. 

. L 1 ensemble de notre expérimentation sur 1 'hydrolyse pepsique e t  papa'i:-. 'q 
nique de l a  l a ine  nous amène aux conclusions suivantes : 

1°)pour des concentrations identiques en enzyme e t  en bisuïf i te ,  

o t  pour l a  même tempé~ature d'action ( 3 7 0 ~ ) ,  l a  papdne es t  beaucoup plus 

act ive  que l a  pepsine : ainsi  l a  pepsine solubil ise environ 40 % de 12 laine 

en 3 jours (tableau x ~ v ) ,  alors que l a  papane solubil ise cette m&me quantité 

en 1 jour seulement ( tableau m l ) .  Si  l 'on opère avec l a  pa3dh.e au voisina- 

ge de sa  température optimum d'action (70°c), llhydrolyso es t  encore beaucoup 

plus rapide. 

Cependant l a  pepsine dégrade plus profondément l e s  prot6ines de l a  

f ib re ,  puisque l e s  hydrolysats pepsiques ne précipit ont pas avec 1 'acide 

tri chloracétique, a lors  que l e s  hydrolysats papaTniques donnent par acidifi-  

cation à pH 4 un précipité gélatineux qui  représente environ 10 $ de l a  frac- 

t ion  solubilisée. Ce précipité est  pauvre en soufre (1,6 $). Ce point est  à 
' 

rapprocher des observations que nous avons f a i t e s  lors  de l'hydrolyse sulfu- 

rique dc 13 la ine  ; l e s  hydrolysats sulfuriques contiennent des "polypeptides 

tliermosolubles " plus pauvres en soufre que 13 laine dont i ls  proviennent. 

20) Les l iaisons disulfures jouent un r81e primordial dans l a  sus- 

cep t ib i l i t é  du substrat  vis-à-vis de l'enzyme. En effe t ,  en l'absence de tout 

agent susceptible de couper l e s  ponts d i s u l i r e s ,  l a  pepsine nrhydrolyse que 

11 46 de i a  i ~ n e ,  c t  ID. par t ie  de l a  protéine à ïaqueïïe c i l e  s~a t t aque  est  

t r è s  pauvre en cystine. On peut même émettre l'hypothèse que cette $raction 

solubil isée contient des ponts disulfures intmpeptidiques, comme ceux qui 

ont é té  mis en évidence dans ltinsivline ou l'ocytocine. 

Au contraire, en présence de b i su l f i t e ,  -agent réducteur qui coupe 

l e s  l iaisons disuifures,- l a  pepsine aussi bien que l a  papa!ïne solubilisent 

environ 75 $ de l a  f ib re  e t  laissent  un résidu constitué csseiitiellement par 

l e s  cellules cort icales e t  des fragments de l a  cuticule (sans doute l'épicu- 

t i c d e ) .  



S i  ces cellules corticales ne sont pas hydrolysées P r  les  en- 

z p c s  en présence de bisulf i te ,  c'est que, vraisemblablomcnt, l c  réducteur 

n1x.t  pas capcble,- pour des misons de stmcturo moléculaire,- de couper l e s  

l iaisons disulfures qu'elles contiennent (3.). En effet ,  si l 'on oxyde toutes 

l e s  liaisons disulfures de 13 fibre, il n'y a jamais libération de cellules 

corticales au cours de l'hydrolyse enzymatique et  l a  solubilisation est rapide 

c t  pratiquement totale. De même, l e  système papane-bisulfite. eyi. présence 

d'urée (LENNOX 1951) (72) solubilise l e s  cellules corticales : on peut donc 

admettre que l 'urée, en coupant l e s  liaisons hydrogène de l a  protéine, -ou 

des prot éines , - constituant l e s  cellules, provoque une dislocation du réseau 

mol~culaire permettant a insi  au bisulfi to d'atteindre c t  de couper les  ponts 

disuifures ; 1 ' enzyme peut alors hydrolyser l e s  l i a i  sons peptidiques, 

30)  La dini trophénylati on rend l a  laine pratiquement inattaqua- 

b le  par lcs  cnzymes en milieu réducteur, e t  l 'on peut penser que l e s  groupo- 

ments dinitrophénylés fixés sur  l c s  chafnes polypeptidiqucs provoquent l a  
. -.'g 

création dc nouvelles l iaisons hydrogène, qui renforcent l c  réseau mol6cu- . 

l a i t e  e t  protègent ainsi l e s  liaisons disulfures : en présence d'urée, los  

l iaisons hydrogène é t m t  rompues, 1 'hydrolyse enzymatique devient possible ; 

il cn est de même si l 'on oxyde lcs  liaisons disulfurea. Il es t  intéressant 

do rappeler i c i ,  que FhRNWORTH (1955) (73) a montré que dans une laine trai- 

t é e  à ltisocyanate de phényle,les liaisons disulfures ne sont plus réactives 

vis-à-vis du b isu l f i t  e , e t  des alcalis .  Nous avons également mnstaté qu'une 

DNP-laine, oxydkpar l 'acide peracétique, gonfle mais ne se dissout pas dans 

1 'annoniaque 0 , l  N, alors que l a  laine oxydée s'y dissout facilement 

(~~LEIL~INDER (74 ) 1. 
L!2i 4 O )  Ehfin, l es  études chromatographiques ou électrophoréti&es 

des divers hydrolysats enzymatiques révèlent leur t r è s  grande complexité, e t  

il ne semble pas possible drisoler de ces hydrolysats des peptides su f f i s a -  

ment caractéristiques, pour que l'on puisse espérer obtenir de leur étude des 

renseignemepts intéressants sur l a  structure de l a  molécule de kératine elle- 

mhe. 

(+) Il est possible que l a  fraction (c+D) l a  moins réactive de l a  cystine 
- 

de l a  laine (voir l è re  partie,  chapitre 11) appartienne surtout aux cel- 
lu1 es cortical es, 



CONCLUSIONS GENERI1LES. 

L'ensemble de nos recherches a porté sur liétude de l a  structure 

chimique de l a  kératine de laine, 

L'établissement de cette structure suppose que l 'on détermine la  

séquence des acides =uninés dans l e s  d i  f f érentes chaînes polypeptidiques e t  

l a  nature des l iaisons qui peuvent exister entre ces chafnes. Actuellement, 

ce travail  n'a été  réalisé que pour quelques protéines de structure relat,ive- 

ment simple e t  qui  sont plutôt des polypeptides que des protéines vraies : 

insuline, hormone adrénocorticotrope, etc. ; il a néanmoins exigé 1 'isolement 

de t r è s  nombreux peptides, obtenus par hydrolyse par t ie l le  de l a  protéine. 

Nous ne pouvions envisager de réal iser  ce t ravai l  pour l a  laine, 

car nous n'avons, pour l e  moment, aucun moyen de fractionner l a  f ibre en ses  

protéines constitutives, e t  nous nous tmuvons donc devant l a  nécessité peu 

encourageante d'aborder l e s  études de structure sur  un mélange plus ou moins 

complexe de kératines. Nous avons donc ck.erohé à dégrader l e s  protéines de 

la  f ib re  par des agents spécifiques d'hydrolyse, dans l 'espoir  d'isoler des 

fragments polypeptidiques à caractéristiques suffisammeqt marquées, qui p o u r  

raient nous donner quelques renseignements sur l a  structure des protéines 

dont i l s  dérivent. 

C'est ainsi  que nous avons .pu montrer que l'acide sulfurique dé- 

cinormal, agissant à l a  température diébullition sur l a  laine ou sur les  

cellules corticales, solubilise t rès  lent ment une fraction azotée complexe, 

comprenant des acides aminés l ibres,  parmi lesquels prédomine t rès  nettement 

l 'acide aspartique, e t  un ensemble de pe t i t s  e t  gros peptides caractérisés 

par leur  pauvreté relative en soufre e t  leur  richesse en tyrosine, Après 64 

heures d'action de 1 r acide sulfurique, on obtient un résidu insoluble, diffi- 

cilement hydrolysable, t r è s  riche en cystine, riche en proline, pauvre en 

tyrosine et presque dépoum d'acide aspartique, 



Par a i l leurs ,  nos résultats expérimentaux montrent t rès  nett ement que 

l a  résistance à l'hydrolyse chimique ou enzymatique provient bien de l t ex is -  

tence, de l ' in tégr i té  e t  de l a  répartition dans l e s  chaînes peptidiques des 

l iaisons disulfures, ilinsi, lorsquion oxyde l a  laine par l 'acide peracétique, 

l'hydrolyse sulfurique ménagée devient beaucoup plus rapide, 

Nos résul ta ts  sur  l'hydrolyse enzymatique par l a  pepsine ou l a  paparne, 

demontrent également l'importance de ces l ia isons disulfures. La pepsine n'hy 

drolyse que 10 % d'une laine dont les  licîrlsons disulfures sont intactes, mais 

il est  remarquable que l a  fraction solubilisée so i t  t r è s  pauvre en soufre, 

c t  on peut supposer que l e s  liaisons disulfures de cet te  fraction soluble 

sont intmpeptidiques comme certaines des l ia isons disulfures de 1 tinsuline. 

D'autre part ,  l'hydrolyse enzymatique en présence de bisulf i te  de so- 

dium libère toujours l e s  cellules corticales qui sont inattaquables, dans 

cos conditions, par l a  pepsine ou l a  papafne; m a i s  si lton.coupe au préalable 

l e s  liaisons disulfures .de l a  laine par oxydation (ou si l'on opère en milieu 

réducteur en présence d'urée), l e s  cellules corticales sont alors hydrolysée8 

comme l e  reste de l a  fibre. O r ,  PHILLIPS (75) (voir  plus haut) a montré que 

l e  bisulf i te  de sodium ne coupe qu'une partie des liaisons disulfures de k, 
. $3,; 

f ibre ,  tandis que l 'acide peracétique oxyde l'ensemble de ces liaisons 

(ALEIIIPLNDER) (76) ; dès lo rs ,  on peut conclure que l a  résistance de l a  kérati-  

ne de laine, e t  spécialement celle des cellules corticales, à l'hydrolyse 

enzymatique est conditionnée uniquement par 1 ' intégrité des liaisons disul- 

furcs. Il est  intéressant de rappeler i c i  que l a  chymotrypsine n'hydrolyse 

complètement l ' insul ine qu' après oxydation des liaisons disulfures . . T% 
Nos résul ta ts  sur l'hydrolyse acide ménagée des cellules suggèrent 

que l a  kératine dont e l les  sont formées doit avoir finalement une structure 

chimique assez peu différente de celle des autres constituants protéiniques 

de l a  fibre. Il . est  vraisemblable qu'elles sont plus riches en liaisons hy- 

drogène (puisquli l  su f f i t  d'ajouter de l 'urée pour que l e  système papazne- 

b i su l f i t e  puisse alors l e s  hydrolyser) et  que leurs  liaisons disulfures sont 

plus fortement soumises à 1' empêchement stérique, 



0 = tyrosine 

FIGURE- 25 

Représentation schématique de deux chaînes polypeptidiques de l a  kératine, 

unies par des l ia isons disulfures. 

En nous appuyant sur l es  résultats que nous venons de résumer, il nous 

es t  possible de proposer une représentation schématique de l a  structure &né- 

r a l c  des molécules des Urat ines  de laine (voir figure 25). On peut admettrre 

que l e s  molécules sont formées par l 'association dfun certain nombre de chaî- 

nes pe-tidiques différentes, réunies entre e l les  par des poats disulfures. 

Ces ponts, dont l e  nombre augmente au fur  e t  à mesure que l 'on s'éloigne de 

ltcxtrémité des chcûnes, forment un réseau t r è s  d-ense au niveau des régions 

"rnédicanes", en conférant à ces zones une résistance particulière vis-à-vis 

des agents dfhydrolyse, Ces régions médianes sont également plus riches en 

proline. Inversement, l e s  restes de tyrosine sont plus nombreux aux extrémi- 

t é s  des chaînes e t  restent clairsemds dans l e s  régions centrales. Ltenlèvement 

de l a  presque t o t a l i t é  de l'acide aspartique, sous forme d1m5no-acide l ib re ,  

nc démolit pas cet  édifice macromoléculaire, qui peut ê t re  formé de fragments 



de chaînes peptidiques encore solidaires l e s  unes des autrcs par de nombreu- 

s e s  liaisons disulfures. 

. Lorsque l e s  l ia isons  disulfures sont in tac t  es, 1 'hydrolyse acide ou 

pepsique l ibère  préférentiellemont l e s  par t ies  périphériques l1 extra nu clé^- 

res  , tandis que l c  réduction e t  spécialement 1 oxydation font disparaître 

l e s  zones de résistance. Il 'est d 'ai l leurs possible que certaines l iaisons 

disulfures soient intrapeptidiques. 

MIDDLEBROOK (1951) (77) a également proposé un modèle moléculaire 

comportant un cer ta in  nombre de sous-unités, où il exis ta i t  également des 

zones "à grande densité de cystine I l .  

D'autres observations viennent aussi confimer cet te  hypothèse, notam- 

ment celles de STAHi, (1950 (78), qui obtient, au cours de l a  dégradation m i -  

crobienne de l a  la ine  par Microsporum Gi-~seum, un "noyau" inattaquable repré- 

sentant 55 $ de l 'azote  i n i t i a l  e t  75 $ du soufre to ta l ,  donc plus riche en 

soufre que l a  l a i ne  originale. D'autre par t ,  pour MERCER e t  ses collabomteurs 

(79), l e  cortex de l a  f i b r e  sera i t  formé de deux types différents de kératine: 

une kératine plus s table  ( l e  paracortex), car  riche en l iaisons disulfures, 

e t  une kératine moins s table  (l'orthocortex) pauvre en liaisons disulfures. 

Enfin, GILLESPIE c t  LENNOX (80) ont trouvé que 70 % seulement de l a  kératine 

de laine se  solubil isent  dans l e  thioglycolate a lcal in ;  l e s  30 $ restants y 

soiit insolubles. Il es t  également intéressant de .rappeler que CONSDEN e t  

GORDON (1950) ( a l ) ,  en étudiant los dipeptides d'un hydrolysat pa r t i e l  de 

lainc,  ont trouvé que l a  cystine pouvait ê t r e  associée à n'importe quel amino- 

acide, sauf toutefois à l a  tyrosine. 

La maquette moléculaire de l a  kératine de laino que nous proposons 
' 

avec ses régions "nucléaires" à haute densité de cystine e t  ses régions 

.extmnucldaires riclies en tyrosine, nous semble traduire assez fidèlement 

1 ' ensemble des connaissances t r è s  fmgmentai~es que nous possédons actuelle- 

ment. 
Nous pensons poursuivre ce t rava i l  pur des essais d'isolcmcnt, à 

p a r t i r  du "noyau " riche en soufre, de peptides à cystinc d'une longueur de 

chaîne suffisamment grande, en espérant que l ié tude de l eur  séquence en Lamino- 

acides fournira des renseignements sur  l a  fréquence de l1ü.pparition des rési- 

dus de cystine dans l c s  chaînes polypeptidiques de l a  Gra t i ne  de laine. 
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