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AVANT-PROPOS

A la conférence intermationale de la recherche lainiere, qui
s'est tenue en Australie au mois d'Aofit 1955, le docteur E.G. CARTER déclarait
" Les recherches qui ont été faites jusqu'd présent nous ont appris que la
laine est la fibre la plus complexe qui ait jamais existé, aussi c'est dans
cette complexité qu'il faut chercher le secret .de la suprématie de la laine
comne fibre.textile; il est inconcevable que 1l'on puisse un jour synthétiser

une fibre d'une complexité équivalente ".

La laine,utilisée par 1l'Homme depuis 1l'époque néolithique, est
donc restde la " fibre unique ", malgré l'apparition de nombreux autres maté-
riaux fibreux.

Les fibres naturelles, telles le lin ou le coton, les fibres
artificielles & base de protéines régénérées, comme celles obtenues & partir
des protéines de l'arachide, de la zéine du mais et de la caséine, ou de cellu-
lose régénérée (Viscose), ou modifide ( Rayonne Acétate), enfin les fibres syn-
thétiques nées du progrés de la chimie des molécules géantes et qui, depuis
quelques années, sont en train de conquérir une place importante dans certains
domaines du textile, toutes ces fibres peuvent posséder certaines qualités &
un degré plus élevé que la laine, maix aucune ne réunit & la fois toutes les
gualités de cette dernigre, et notamment les plus recherchées ; sa douceur,

son élasticité et sa chaleur.

Pour les fibres synthétiques, qu'elles soient de la classe des
polyamides, des polyvinyliques, des polyacrylonitriles, des polyesters, etc...

la laine reste, sur beaucoup de points, le modele & imiter,

Ltétude de la structure de la laine présente donc un intérét
pratique immédiat; d' we part, une meilleure compréhension de celle~ci doit
permettre & 1l'industrie lainiere d'améliorer cette fibre sur les quelques
points ou ses qualités sont moins satisfaisantes : lui donner, notamment, une
meilleure résistance aux traitements alcalins, aux mites et aux microorgenismes,

et une meilleure irrétrécissabilité; d'autre part, la connaissance approfondie
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de cette structure doit inspirer la chimie de synthese dens l'élaboration de
nouvelles fibres. Clest ainsi que CHAMPETIER (1955) (1) préparait récemment
de nouveaux superpolyemides, dont les chaines sont unies par des liaisons di-
sulfures comme le sont les chafnes polypeptides de la kératine de la laine,
Enfin, il est permis de déduire des recherches récentes de certains labora-
toires, que l'une des prochaines fibres synthétiques qui apparaitra sur le
marché, sera vraisemblablement obtenue par polycondensation d!aminoacides, et

sera donc en quelque sorte une laine synthétique.

L'intérét scientifique des études sur la structure de la laine
n'est pas moins important : car elles apportent leur contribution au probléme
général de la structure des protéines, notamment en ce qui concerne la ques-

tion des liaisons disulfures, la structure stérdéochimique de la kératine,etc,.

I1 est intéressant de rappeler, par exemple, que ce sont les études
de CONSDEN et GORDON (1950) (2) sur les peptides des hydrolysats partiels de
laine qui ont, pour la premiére fois, réfuté la théorie de la périodicité des
acides aminds dans la structure primaire des protéines., La découverte dlenchaf-
nements peptidiques : glutamylglutamique, aspartylaspartique, au moyen de la
chromatographic de partage sur papier (mise au point & la Wool Industries
Research Association, Torridon, Headingley, Leeds ) était en effet peu compati-
ble avec 1l'hypotheése de BERGMANN-NIEMANN,

Dans ce présent travail, nous avons essayé dlapporter une modeste
contribution au probléme extr@mement complexe de.la structure chimique de la
kératine de laine. Nous avons notamment abordé 1'étude des produits d'hydrolyse
partielle acide et enzymatique de la laine, au moyen des techniques modernes
de chromatographie sur papier, de fractionnement sur résine a échange d'ionS,
d'électrophorese différentielle, Par ailleurs, nous avons suivi plus particu-
lidrement, & 1l'aide de dosage colorimétriques spécifiques, la distribution, dans
ces différentes fractions peptidiques, de deux amirp-acides caractéristiques

la cystine et la tyrosine.

BIBLIOGRAPHIE
1. CHAMPETIER (G.) et KHALADJI (J.) , Bull. Soc. Chim,,1955, 22 , 1623,
2, CONSDEN (R.) et GORDON (A.H.), Biochem.J., 1950, 46 , 8.



INTRODUCTION

Tous les poils des Mammiféres appartiennent & la méme famille de
protéines : les Kératines ; ils ont une structure générale chimique trés
voisine de celle des cellules épithéliales de la peau, de la corne, des

ongles, des sabots et des plumes,

La laine cst le poil constituant la toison du mouton, mais il faut
établir une nette distinction entre la fibre utilisée par 1'industric tex-
tile et le poil de l'animal. Le poil est en effet formé de deux parties :
une partie vivante, la " racine ", située dans les follicules de 1'épiderme,
ct formée de cellules en voie de kératinisation, et une partie morte, ou les
cellules sont totalement kératinisées; clest cette dernidre qui possede,
seule, lcs caractéristiques de la fibre textile, non sans avoir été au préa-
lable débarrasséc par lavage des sels mindraux ( le suint ) ot de la grande

guantité de cire ( la lanoline) qui la recouvrent,

Notre étude a porté uniquement sur la laine " fibre textile "
mais il cst impossible d'étudier sa structure chimique, sans tenir compte
du fait que cette fibre est un produit dlorigine vivante. Au cours de sa
croissance, un grand nombre de facteurs ont pu varier ct influer plus ou
moins sur sa composition chimique; des é%udes ont montré notamment 1'influ-
ence de la race, de la nourriture, de 1'état de santé de 1ltanimal, de la
richesse du sol en oligoéléments, du soleil et des intempéries, sur sa ri-
chesse en cystine ct sur ses propriétés mécaniques., Par aillcurs, la fibre
possetde une structurc histologique trés complexe ct, s'il cst trds vraisem-
blable que les différents composants morphologiques sont formés de diverscs
protéines n'ayent pas toutes la méme composition, il est pratiquement impos-
sible de les étudicr séparément, car on ne peut les isoler sans modifier

assez profondément leur nature chimique,

Enfin, la structure nc peut &tre élucidée compldtement que si.l'on
étudie, notamment au moyen des diagrammes de diffraction de rayons X, l'ar-

rangement spatial dcs atomes constituant la macromoléculc de kératine,
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I1 nous semble donc indispensable, avant d'exposcr le résultat de
nos recherches pcrsonneclles,de faire le point de nos connaissances actuclles
sur la structurc morphologique, chimique et stéréochimique de la laine, Nous
avons spécialement insisté sur 1'exposé des travaux effectués par de nombreux
chercheurs, durant ces dix dernieres années, sur la structurc chimiquec de la
laine; car une revue générale de ces travaux n'a pas, jusqu'd présent, été

faite en langue frangaise.
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PREMIERE PARTIE

ETAT ACTUEL DE NOS CONNAISBANCES

SUR LA STRUCTURE MORPHOLOGIQUE ET.CHIMIQUE

DE LA FIBRE DE LAINE

CHAPITRE 1

STRUCTURE VMORPHOLOGIQUE

Une mise au point bibliographique de la question a été faite en 1952

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

résumer ainsi leurs études.

Suivant leur provenance les fibres de laine ont des diamétres variant
de 18 & 40t , les plus fines étant les plus recherchées; quant & leur longueur
elle varie considérablement avec de nombreux facteurs : époque de la tonte,
race de ltanimal, partie du corps ou les fibres sont prélevées, etec..

Quelles que soient leur origine et leurs dimensions, toutes les fibres
de laines sont formées de deux couches principales de cellules : la cuticule et
le cortex . Certaines laines grossiéres possédent en outre un canal central
appelé " médulle " formé de cellules vides; l'absence de médulle est caractéris-

tigque des laines fines, les seules dont nous nous sommes occupés.

LA CUTICULE

La cuticule, qui représente 2 & 10 % du poids de la fibre; est une
gaine protectrice qui entoure la fibre sur toute sa longueur., Elle est formée
de cellules aplaties en forme d'écailles ( voir fig.1l & 2). Examinées au micros-
cope optique, celles-ci présentent un arrangement semblable & celui des tuiles
d'un toit. I1 semble bien que ces écailles ne forment pas autour de la fibre
une membrane continue, mais que ce sont des cellules distinctes et sépardes qui

se chevauchent. MERCER et REES (1946) (3) ont montré & 1l'aide du microscope
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électronique que cette cuticule a une structure complexe., D'apres ces auteurs,
une fibre traitée par la trypsine présente des cannelures, alors qu'une Tibre
intacte a une surfoce externc relativement lisse; ils en concluent que la cuti-
cule est formée d'une couche K1 digestible par les enzymes et dlune couche X2
résistante; ils admettent que ces deux couches sont des variétés de kératine;

LINDBERG, MERCER ot coll. (1949) (4) ont proposé d'appeler K; ¢ exocuticule,

et X : erdocuticule.

L'EPICUTICULE

L'existence de cette membrane, soupgonnée par plusieurs expérimentateurs,
a &té mise on évidence par LINDBERG, PHILIP et GRALEN (1948) (5). En dissolvant
de la laine dans une solution de sulfure de sodium & 1%, ils observérent qu'u-
ne faible opalescence subsistait dans la solution, méme apres un mois; ils re-
cueillirent par centrifugation un 1léger dépdt qui, observé au microscope électro-
nique, se présente sous la forme de trés minces membranes lisses d'une épaisseur
comprise entre 50 et 250 A, Par la suite, ils montrérent que l'on pouvait obte-
nir les mémes membranes, simplement en agitant de la laine chlorée dans l'eau,
ce qui prouve quc l'épicuticule se trouve sur la surface de la fibre, Bien que
ne représentant pas plus de 0,1 % du poids de la fibre, cette épicuticule semble
retarder la pénétration des colorants et des grosses moldcules & 1l'intéricur de
celle-ci; elle déterminerait également les propriétéds physiques de la surface :
mouillabilité, propriétés de friction, etc.,. Sa composition chimique a fait
1tobjet de plusicurs investigations, mais, dtant donné qu'il est impossible d'en
obtenir des .échantillons qui ne soient pas contaminés par d'autres portions de
la fibre, l'interprétation des résultats analytiques cst difficile., Dlapres
LAGERMAIM et GRALEN ( 1951) (6) elle contient des amimpacides et des glucides.
Pour ULTEE, SCHOONEVELDT et SCHURINGA (1953) (7), 1t'épicuticule est unc protéine
différente des autres protéines de la laine; les glucides que l'on trouve dans
les préparations de cette épicuticule proviendraient d'impurctés cellulosiques

toujours présentes dans les laines commerciales .

Lo discussion reste ouverte pour savoir si 1'épicuticule est une mom-
brane continue qui recouvre toute la fibre, ou si au contraire, elle ne consti-

tue que la couche lo plus externe de chaque écaille,
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LA SUBCUTICULE.

L'existence de cette membrane est un des points les plus controversés

de la structure morphologique de la laine,

En 1937, REUMUTH (8) déduisit de ses observations microscopiques qu'u-
ne membrane continue, gqu'il appela la subcuticule, devait exister entre les
écailles et les cellules corticales de la fibre. Par la suite, plusieurs auteurs
dont LERMAN (1941) (9), ELOD et zARN (1944, 1946, 1950) (10), et notamment
ALEXANDER et EARLAND (1950) (11) mirent au point des méthodes chimiques et enzy-
matiques, pour isoler cette subcuticule. La méthode d'ALEXANDER sembl> la plus
favorable, car elle est la moins brutale : il oxyde toutes les liaisons disul=-
fures des protéines de la fibre, avec de l'acide peracétique dilué et froid,
et procede cnsuite & une extraction avec de 1'ammoniaque 0,1 N., qui dissout
90 % environ des protéines oxyddes. Il reste finalement un résidu représentant
7 4 8% du poids total, qui se présente au microscope sous forme d'un tube strié
longitudinalement. D'apres ALEXANDER, il s'agirait de la subcuticule. La résis-

tance chimique de cette membrane de nature protéique et son insolubilité seraient

dues & une structure de# - kératine riche en liaisons hydrogéne intermoléculai=-
res, ainsi qu'ad des liaisons de covalence non hydrolysables, telles que des
ponts éther entre deux résidus de tyrosine.

Plusieurs auteurs contestent l'existence de la membrane d'ALEXANDER :
elle serait un artefact dfl au traitement d'oxydation ( IIANOGUE, MOSS et ELLIOTT)
(1954) (12). Dernidrement, FRASER et ROGERS (1955) (13) ont observé,avec un
microscope & contraste de phase, la subcuticule ombrée & 1l'or et conclurent
gue cette membrane est formée des résidus d'un certain nombre de composants
histologiques de la fibre : les membranes des cellules corticales, les membra-
nes nucléaires, les restes des noyoux et les fibrilles résistentes dérivées du
cortex; d'aprés ces auteurs, la subcuticule n'existerait donc pas comme compo-

sans histologique dans une fibre intacte.

LE__CORTEX
Cl'est le constituant le plus important de la fibre, puisqu'il représen=-
te plus de 90 % de son poids; il en détermine les propriétés physiques : dia-

grammes aux rayons X, élasticité, résistance,
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I1 est formé d'un faisceau de cellules allongées appelées " cellules
corticales " ( voir figures 2 ét 21), soudées entre eclles par un ciment inter-
cellulaire de nature protéique. Pour les mettre en évidence, il faut soumettre
les fibres & une digestion enzymatique, qui solubilise le ciment et une partie
de la cuticule, et libere les cellules corticales relfchées ( voir deuxidme

partie, chapitre v.)

Ces cellulcs ont une section polygonale, lcurs dimensions varient en=-
tre 80 et 100+ de longueur, 2 & 5 M de largeur et 1,2 & 1,6 f*+ d'épaisseur
( PARISOT 1952) (14). On pecut obser&er dans le centre de la cellule une zone
sombre, non biréfringente, qui correcpondrait & l'ancien noyau : noyau que pos—

sédait la cellule avant de subir la kératinisation.

D'autre part, ces cellules ont une apparence striée, car elles sont
formées de fibrilles. HOCK, RAMSAY et HARRIS (1941-1943) (15) ont réussi sous
le microscope optique, & séparer ces fibrilles & 1l'aide d'un micromanipulateur:
elles ont des largeurs inférieures au micron, LA lecur tour ces fibrilles appa-
raissent at microscope électronique comme formées de microfibrilles de 20 &

40 A. de largeur. ZAHN (1940) (16), MERCER et REES (1946) (17) ont montré que
ces microfibrilles sont les plus petites unités structurales de la fibre, et

ils pensent gqu'elles sont maintenues ensemble par un ciment, pour former les

fibrilles.

Pour GORTER et HOUWINCK (1948) (18), ce ciment serait un artefact dafl
& 1l'action de 1l'enzyme sur les fibrilles. D'ap¥ds FARRANT, REES ct MERCER
(1947) (19), ces microfibrilles, qui constituent la partie indiscutablement
fibreuse de la laine, nec seraient que l'agrégation, dans le sens de la longueur,
de protéinecs globulaires; la kératine aurait ainsi une structure semblable 3
celle de la fibrine ( PORTER et HAWN) (1949) (20), ou de la F-actine (PERRY et
REED) (1947) (21): cette idée ne peut cependant pas 8tre considérée comme bien

gtablie.

CONCLUSTION

La fibre de laine apparalt donc comme un véritable tissu biologique

ayant une structure trées complexe, que 1l'on peut schématiser ainsi :
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zone_ externe comprenant :

— L - S ST

b) la_cuticule, formée elle-méme de 1'exocuticule et de
1'endocuticule;
2) Une zone intermédiaire : la subcuticule, dont 1'existence

n'est cependant pas certaines

zone interne , le cortex, comprenant :

T

de microfibrilles.

L'existence de cette structure morphologique complique singulidrement

1'étude de la structure chimique de la laine, En effet, aussi longtemps que

1ton n'aura pas découvert le moyen de dissocier la fibrec 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 est

propre, ou si au contraire, la fibre dans son ensemble posséde une unique

structure moléculaire.
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FIGURE 1

MICROPHOTOGRAPHIE D'UNE FIBRE DE LAINE MERINOS
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FIGURE 2

DIAGRAMIE D'UNE FIBRE DE LAINE D'APRES REUMUTH
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CHAPITRE 11

STRUCTURE CHIMIQUE

INTRODUCTION

Les caractéristigues essentielles des kératines.

Du point de vue chimique, la fibre de laine est formée d'unec ou
de plusieurs protéines du groupe des kératines. Ce groupc est assez complexe;
on y distingue généralement deux types : les kératines"tendres " que 1lton
isole, par exemple, de 1'épiderme de la peau humaine ou de la peau des levres
des bestiaux, et les kératines " dures ", constituants essentiels des ongles,

4

des griffes, des cornes, des s=botz, des plumes, des poils, des cheveux, et
de la laine.
Les kératines sont caractérisées essentiellement par
1) leur insolubilité dans 1'cau et les solutions salines,
2) leur résistance assez marquée & 1'hydrolysc par les enzymes
protéolytiques,
3) leur résistance assez nette, également, & 1lthydrolyse par les
acides dilués et chauds,
4) cnfin, leur richesse en soufre, nettement plus élevée que dans
les autres protéines. Les kératines douces ont des tencurs en
soufre plus faibles que les kératines dures, mais qui dépassent cependant cel-
les de beaucoup dlautres protéines, Cette richesse en soufre st!échelonne en
effet de 1,9 % pour 1'épiderme de la peau humaine & 5 - 5,2 % pour les cheveux,
Cc soufre appartient essenticllement  la cystine qui crée des ponts disulfu-
rés cntre les différentes chafnes polypeptidiques de la molécule; la méthionine,
- autre amino-acide soufré que 1l'on rencontre dans les protéines, - n'existe
qu'en faible proportion dans les kératines ( 0,7 & 1 % dans les kératines du-
res, 1 & 2% dans los kératines tendres), Il cst intéressant de remarquer que
dans le groupe des protéines globulaires, seules deux hormones : l'insuline et
la prolactine, ont des teneurs en cystine comparables & celles des kératines

( 125 % de cystinc. dans l'insuline).
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Outre leur richesse en cystine, les kératines contiemnent encore
un grand nombre d'amino-acides & chafnes latérales polaires, ct il est possible
quc la ténacité dc la fibrc de laine, par cxemple, puisse 8tre attribude pour
une grande part & des forces intermoléculaircs entre groupcments polaires aussi

bien qu'aux liaisons disulfures ( TRISTRAM)(1953) (1).

Les causes de la variabilité de la composition chimiguc de la laine.

Parmi lc groupc des kératines, la laine a été, de loin, la plus
soignecuscment étudiée ot analysée. Il cst cependant difficile de donmner une ana-

lyse chimiquc cxacte de la kératine de la laine pour plusicurs raisons :

1) La. laine a une structure morphologique complexe ; aussi il
est & pou pres certain que cettc complexité histologique va de pair avec une
hétérogénéité chimique; ainsi la kératine du cortex est plus riche en soufre
que la fibre dans son cnsemble,

2) Les différentes races de moutons (+) fournissent des laines
de gualités différontes et 1llon classe généralement celles-ci dlaprés leur fi-
nessc. Les propriétés physiques ( élasticité, ténacité, couleur, lustre, frisu-
re, ctc.) variont assez nettement avec la fincsse; mais la composition chimique
ecst également 1légerement variable.

3) On enregistre méme des variations de composition (notamment
en soufrc) le long d'une méme fibre, Ces variations sont dues aux factcurs les
plus divers : changcments de saison, fluctuations dans la valeur nutritive de
la nourriture pendant la croissance de la fibre, richesse du sol en oligodlé-
ments, intempérics, ctc..

. 4) Enfin, les différents auteurs qui ont &tudié la composition
en amino-acides de la laine, non seulement ont analysé des fibres d'origines
varides mais généralement ont utilisé des techniques analytiques assez diffé-
rentes dans leurs principes. Les résultats obtenus ne sont .donc pas forcément
concordants entre eux, ces techniques étant par ailleurs d'un maniement assez

délicat.

(+) VON BERGEN et MAUERSBERGER (2) énumerent 22 races différentes de moutons.
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Toutes ces raisons font qu'il est difficile de considérer la ké-
ratine de laine comme un composé chimiquement défini; mais il est possible que
les variations de composition constatées entre les différents constituants .dtu-
ne méme fibre, ou entre des fibres d'origines différentes, soient de peu dl'im-

portance en ce qui concerne la structure fondamentale de la kératine,
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A - Composition chimique de la kératine de laine

1) Composition élémentaire de la kératine de laine.

L'analyse élémentaire révéle la présence de carbone, d'hydrogéne,

d'oxygene, d'azote et de soufre.

Les différents résultats quantitatifs qui ont été publiés se trouvent

dans les limites suivantes :

Carbone 50 & 51 %
Hydrogéne 728 %
Oxygene 22 4 25%
Azote 16 & 17 %
Soufre 384 %

Méme soigncusement lavée, la laine contient toujours un tres faible
pourcentage de matieres minérales : elles sont dosées sous forme de cendres

( en moyenne 0,1 %).

2) Composition en amino-—acides de la fibre de laine.

Les premiers résultats sur la composition en amino-acides de la laiw-
ne ont été publids en 1907 par ABDEREALDEN et VOITINOVICI (3): ces auteurs
utilisaient lec procédé de distillation des esters de FISCHER (1901) (4).
Depuis cette épogue, un grand nombre de chercheurs (+), utilisant pour chaque
acide aminé individuel une technique spécifique de dosage, ont publié des ré-

sultats plus ou moins partiels sur cette composition.

Récemment, GOLDEN, WHITWELL ot MERCER (1955) (6) ont dosé un certain
nombre d'amino-acides de la laine, par une technique quantitative de.ichroma-
tographie sur papier. Cette méthode est assez peu précise et certains de leurs
résultats . ( voir tableau 1) sont difficilement comparables avec ceux qu'ont
obtenus d'autrcs auteurs; WARD et Coll. (1955) (7) ont dtailleurs fait remar-
quer que les valeurs qu'ils donnent pour 1l'alanine, la phénylalanine ct la

valine sont si faibles, qu'en peut supposcr que lthydrolyse était incomplete,

o

(+) sTMMONDS (1954) (5) a relevé 47 références bibliographiques se repportant
4 la composition chimique de la laine,
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La premidre analyse compldte a été domnée par SIMIONDS en 1954 .(8).
Cet auteur a utilisé la méthode chromatographique sur résines & échange d'ions
de MOORE ot STEIN (1951) (9), en méme tomps que des méthodes spécifiques de do=
sage pour la cystine, la méthionine, le trytophanne et la proline. En 1955,
CORFIELD ot ROBSON (10) ont déterminé, de leur cbté, la composition cn amino-
acides de la laine, ct bien qu'ils aient utilisé la méme laine ( Mérinos de fi-
nesse 64's) et la méme technique, leurs: résultats ne sont pas absolument super-
posables & ceux de SIMMONDS; une premiére différence est relative aux teneurs
cn azote total et en soufre total ( voir tableau 1), qui nc sont pas tout & fait
les némes pour les deux échantillons; par ailleurs, SIMMONDS trouve des teneurs
on alanine, histidine, leucine, lysine, phénylalanine et valinc d'environ 20 %

infériecures & celles qui ont été trouvées par CORFIELD ct ROBSON.

Cortains auteurs ont égalcment mis en oeuvre des techniques de dosa-~
ges microbiologiques des acides aminés, En 1949, GRAHAM, ViITKOFF ct HIER (11)
ont publié unc analyse assez compléte de la laine; seculs l'alanine, le glyco-
colle, la sérine ct le tryptophanne n'ont pas été dosés, Plus récemment, WARD,
BINKLEY et SNELL (1955) (12) ont comparé la composition en amino-acides de lai-

nes de différentes finesses.

Les résultats obtenus par tous ces autcurs sont résumés dans lec ta-
bleau 1. L'examen de ce tableau montrc évidemment des variations de composition
suivant les échantillons analysés. Mais il apparaft que ces variations pcuvent
8trec attribuées beaucoup plus aux techniques différentes utilisées et au manie-
ment de ces techniques par des expérimentateurs différents, qu'a unc composition
nettoment variable des fibres, suivant leur origine. En cffet leos résultats de
WARD et Coll. (colonnes 4, 5 et 6 du tableau 1), qui sec rapportent & trois
échantillons différents, font apparaftre dans l'ecnsemble des variations trop
minimes pour que l'on puisse affirmer qu'elles correspondent a des compositions
différentes; lcs concordances sont moins bonnes pour le¢ glycocollc, l'histidine

ct la valine meis ceci peut &tre dfi & des difficultés analytiques.

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

laine contenait cnviron 0,18 % d'hydroxylysinc.



En conclusion, on peut considérer que les résultats les plus vala-
bles, sur la composition en amino-acides de la laine, sont ceux de SIMMONDS
ct de CORFIELD ot ROBSON, qui ont été obtenus par la méthode de IIOORE ct
STEIN, puisque ces.chercheurs ont pu retrouver 99 % de l'azote total de la
fibre sous forme d'acides aminés, Les résultats obtenus par les méthodes mi-
crobiologiques sont en effet moins préeis, puisque WARD et Coll, ne retrou-
vent que 81 % dc 1'azote total, alors que les sculs amind-acides qu'ils
ntaient pas dosés, - tryptophannc et hydroxylysine,- n'existont quten tres
petites quantités dans la laine., Cctte imprécision cmp8che malhcurcuscment
de conclure de fagon certaine, - comme scmbleraiont le montrer les résultats
de WARD et Coll.,- quc des laincs d'origines différcentes ont des compositions
chimiques trés voisines sinon identiques. Il cst souhaitable que le problime
de la composition des différentes laines soit repris & 1l'aide de la technique
de NOORE ct STEIN.



TABLEAU
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- 1

Composition en amino-acides de ¢ifférentes laines.

Méthode de Méthodes microbiologiques Chromatog
MOORE et STEIN s/papier
1 2 3 4 5 6 7
AUTEURS SIMMONDS | CORFIELD| GRAHAM WARD WARD WARD GOLDEN
ropSty  |& Coll, | & Coll. (+) |& Coll.
(14) (15) (16) | (17) (17) (17) (18)
Qualité Mérinos | Mérinos Idaho Mérinos [Nouvelld Mérinos
pustral.| austral} Rambouil| austral{ Zélandg austral.
Finesse 64's 64's 641's 70's 581's 70's
Diemetre moyen
( en microns.) 20,7 20,7 20,7 19,7 24,9 19,7
Composition
é1émentaire
Carbone en % 50,3
Hydrogéne en % 8,13
Azote total - 16,62 1€,35 16,2 16, 80 16,78 16,91
Soufre total- 3,68 3,38 B T2 3,70 %68
Cendrgs - 0,01 0518 0,40 0,42 0,38 !
Amino-acide En grammes pour 100 grammes de laine anhydre
!
Alanine 3, 71 4,3 3,83 3,73 3,89 1.5
Arginine 10, 4 9,8 10, 6 9, 09 9;C2 9:29 1C,7
Aspartique(acide) 6,59 6,8 i 65 22 6,28 6531 8,8
Azote amidé 1, 42 1,10 1, 10 1,10 1,10
Cystine 11,30 10,3 13,7 10,8 11,00 10,9 1341
, (++) (#++) | CGrer)
(0 14,98 | 14,5 15,6 12,5 12,8 13,2 16,5
Glycocolle 5,16 5:5 5,56 5, 27 5; 04 652
Histidine 0, 90 1,2 151 1,00 1,02 0,38
Isoleucine 3, O7 3,7 4,5 3,72 3,80 3,79
Leucine 7,63 8,9 8,1 7,74 7,63 7,60 8,1
Lysine 2,82 393 353 Bkl 3315 3,20
Méthionine 0,69 0456 0,6 0554 0s 55 0554
Phénylalanine 3,43 4,00 4,0 3442 3540 3y22 1y
Proline 7,28 6,8 8yl 6,34 6y 44 6,54 6,9
Sérine 9,04 9,7 7.92 7,10 7,311 10,2
Thréonine 6, 55 675 697 69 52 6,’58 6;73 770
Tryptophanne 2,10 0,94
Tyrosine 6538 555 5,6 4,28 4,06 3,74
Valine 4, 96 5,7 5,7 5582 5y78 6712 3;3
Azote total (+)
retrouvé 98,89 09,359 79,2 8l 8l 8l
Soufre total
retrouvd 86,00 g1 83 81




-

(++)
(4+++)
(4++)

(ptetet)

T

Suvite du Tableau 1

WARD et Coll. ont analysé au total huit échantillons de laine d'o-
rigine différente, les résultats se rapportant aux trois qualités
les plus souvent rencontrdes sont seuls consignés dans ce tableau
Evalude par la méthode de SHINOHARA.

Lvaluée selon la méthode de MOORE et STEIN.

Evaluée par la méthode chimique de KASSEL et BRAND (1938) (19).
SIMMONDS a trouvé 2 spots inconnus, qui représentent 1.89 % de

1tazote total; il suppose que 1l'un d'eux correspond a lthydroxylysine;
par ailleurs, il a mis en évidence des traces dacide cystéique.
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3) Les caractéristiques de la composition en amino-acides de la laine.

La composition en amino-acides de la laine appelle quelques commen=
taires.

La caractéristique essentiellc est évidemment la richesse en soufre,
mais 1'état sous lequel se trouve ce soufre pose un probléme. La laine contient
peu de méthionine, - 0,6 & 0,7 %, - ce qui représente 0,15 % de soufre ; or,
la teneur en cystine ne correspond pas au soufre restant (soufre total moins

soufre de la méthionine).

En effet, la plupart des autcurs, en additionnant les quantitds de
soufre représentées par la cystine et la méthionine, ne retrouvent que 80 &
85 % du soufre total : ainsi SIMMONDS ( colonne 1 du tableau l) trouve que le
soufre de la cystine ct de la méthionine représentent 3,17 % du poids de la
fibre, alors que l'analyse élémentaire donne une teneur cn soufrc de 3,68 % ;
il y a donc 0,51 % de soufre qui ne provient pas de la cystine et de la méthio-
nine. Des différences semblables ont été signalées par BARRIT (1934) (20),
BATLEY (1937) (21), SCHOBERL ot RAMBACHER (1940) (22), CUTHBERTSON et PHILLIPS
(1945) (23) ot MARSTON (1946) (24). Une explication particlle de ces divergen-—
ccs analytiques seraif la suivante : on a montré que la cystine de la laine,
sous l'influence de 1l'air ct de la lumiére solaire, pouvait se transformer par-
tiellement en acide cystéique ( HOOC-%H - CHZ-SO3H); par aillcurs, sous l'in-

NHp
flucnce des alcalis et mlme de 1l'eau, clle pouvait donner naissance & un peu
de lanthionine ( HDOE—CH—CH2—S-CH2—CH—COOH); il est donc possible gqu'une partie
. iy

du soufre de la laine se trouve dans celle-ci sous forme .de ces amino-acides,
SIIMONDS a effectivement observé la présence d'un peu dlacide cystéique dans
ses analyses, mais il estime que la quantité on cst beaucoup trop faible pour
cxpliquer lc fait que 15 % environ du soufre total ne sc trouve pas sous forme
d'amino-acides. De plus, SIITIONDS d'une part, CORFIELD et ROBSQN d'autre part,
ont signalé que la teneur en cystine obtenue par la méthode chromatographique
de 1IOORE et STEIN, ¢tait nettement inférieure & celle donnée par la méthode co-
lorimétrique de SHINOHARA (1935) (25) habituellement utilisée pour évaluer la
cystine dans la laine. En utilisant la méthode de MOORE et STEIN, CORFIELD et
ROBSON trouvent 10,3 % de cystine dans 1la laine, la méthode de SHINOHARA leur

donne wne valeur de 12.3 %; en se fondant sur ce dernier chiffre, ils retrouvent
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les 3.38 % de soufre obtenu par l'analyse élémentaire ., I1 faut cependant
faire remarquer que la majorité des auteurs estiment que la teneur en soufre

de la laine est nettement plus élevée et voisine de 3.7 %.

En conclusion, tn peut penser que ces discordances sont dues & 1'im-
perfection des techniques analytiques, mais il est permis de supposer égale-
ment qu'une petite partie du soufre de la laine se trouverait sous forme d'un

dérivé soufré non identifié.

Une deuxiéme caractdéristique de la composition en amino-acides de
la laine est la proportion d'amino-acides & chafnes latérales contenant des
groupements polaires, On y trouve cn effet : 22 % d'amino-acides dicarboxyli-
ques (acide glutemique 15 %, acide aspartique 7 %), 14.5 % de diominés (argi-
nine 10.5 %, lysine 3 %, histidine 1% ),15.5 % d'hydroxyaminoacides (sérine

9 %, thréonine 6.5 %), et enfin 5.5 % de tyrosine.

Le tableau 2, emprunté & WARD ot LUNDGREN (1954) (26), domne la ré-

portition des groupements réactifs de la kératine de lainc.

TABLEAU -2

( Voir page suivante)
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TABLEAU 2

Proportion des amino-acides polaires dans la laine

{ Nombre d'équivalents-grammes pour

Groupements réactifs :
upe eact : 107 g. de kératine dec laine.

Carboxyles libres (—S-OH) 58-66
; 0 :
Carboxamides (—ﬁ— NH, ) é 79-98
& f
Carboxyles + Carboxemides é 137-164
Hydroxyles phénoliques % 22-56
Hydroxyles alcooliques 124-148
Aminés ! 20-24
Basiques (total) - 78=92
Noyaux aromatiques (+) 27-43

Moitié des disulfures : 92-114

(+) Les noyaux aromatiques comprennent ceux qui sont capables de copuler
avec les sels de diazonium clest-a-dire : Tyrosine, plus Histidine.

(Reproduit avec 1'autorisation de : ACADEMIC PRESS INC. NEV-YORK.)
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Ce tableau montre que les groupements acides, si 1l'on y adjoint les
hydroxyles phénoliques, existent dans la méme proportion que les groupemats
basiques. SPEAKMAN (1933) (27), qui a étudié les variations des propriétds
mécaniques des fibres de laine en fonction du pH, a d'ailleurs émis 1'hypo-
these que les groupements acides et basiques peuvent former des ponts de na-
ture électrostatique ou " liaisons salines " entre les différentes chatnes

polypeptidiques de la molécule, comme le montre la figure 3

liaison saline

< \
NH R SN, NH
%, r s -
CH —CHQ-CHz—COO H3N—CH2— CHy- CH2~C H2—CH
& Bésidu ikt . o S
< glutamique e e ot
NH NH
%
~ CH CH
Y Cd
co liaison saline co
v N\
NH ey
\ - . P
CH CEp-000" Hs N-C-HV-CH, ~CH, ~CH, ~CH
] \
CO Résidu NH Résidu co
N\ aspartique arginine /

FIGURE 3

SIMMONDS (1954) (28), & 1'aide de ses résultats analytiques, a net-
tement montré que la somme des groupements acides de l'acide glutamique, de
ltacide aspartique, et de la tyrosine, est, & trés peu de chose pres, égale
4 .la somme des groupements amides et des groupements basiques appartenant a

1'arginine, 1l'histidine, la lysine et 1l'hydroxylysine,

Enfin, il faut insister sur la richesse de la laine en proline (7 %),
et sur la présence de petites quantités dthydroxylysine. La tcneur en proline
est nettement supérieure & celle de la plupart des protéines, mais n'atteint
pas celle des collagtnes (15 %); quant & la présence d'hydroxylysine, elle
mérite d'&tre soulignée, puisque cet amino-acide n'a été trouvé que dans quel-
ques protéines et spécialement dans les collagdnes (1,2 %), Aussi cette pré-

sence d'hydroxylysine et cette teneur élevée en proline permettent d'émettre



)
1thypothése que la laine pourrait contenir une fraction polypeptidique, qui
présenterait certaines ressemblances avec les collagtnes; il faut cependant
remarquer que la laine ne contient pas d'hydroxyprolinc, alors que cet amino-

acide se trouve abondamment dans les collageénes.
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B = Les groupements terminaux libres.,

1) Détermination des groupements of —aminés terminaux libres de la lainec.

BLACKBURN (1950) (29), utilisant la méthode de SANGER (1945) (30)
au fluorodinitrobenzéne (+), a évalué quantitativement les amino-acides
ayant leur groupement N —aminé libre dans une laine de Nouvelle-Zélande 56's
(diamdtre moyen 26,4+ ). I1 atrouvé que l'acide aspartique, 1l'acide glu-
tamique, l'alanine, la sérine, la valine, le glycocolle et la thrdonine se
trouvaient en fin .de chafne; ses estimations quantitatives ne peuvent 8tre
retenues car il n'a pas corrigé ses résultats pour tenir compte des pertes
cn D N P-amino-acides durant 1'hydrolyse. Utilisant la méme méthode, mais
avec les corrections nécessaires, MIDDLEBROOK (1951) (31) a dosé avec préci-
sion les amino-acides N-terminaux d'une laine Lincoln; ses résultats sont

résumés dans le tableau 3.

(+) La technique de dinitrophénylation cst la suiventc : on traite 1 g de
laine cn présence de 20 ml dteau et 40 ml d'alcool dans lesquels on a
dissous 1 g de bicarbonate de sodium et 1 ml de 2.4 dinitrofluoroheizsne: .
Aprés un temps donné (72 heures & 20° C ou 48 heures & 40° C), on décante
la solution, on rince abondamment la laine successivement avec de 1l'alcool,
de 1'éther, de l'acide acétique dilué et de l'eau. La laine dinitrophény-
1léc est ensuite hydrolysée pendant 24 heures dans ClH 5,7 N & 1'ébullition;
les DNP-amino-acides sont séparés par chromatographic sur colonne de sili-
ce; apres élution, il est possible de les évaluer quantitativement par
colorimétrie.



TABLEAU 3

Nombre de résidus d'amino=acides N terminaux dans 100 g de laine

Acide aspartique
Acide glutamique
Alenine

Sérine

Valine

Glycocolle

@ O N~ N DD

Thréonine

Total voveees 27

Ces travaux montrent qu'il y a au moins sept types de chafnes
polypeptidiques différentes dans la laine., Il cst intéressant de souligner
que BLACKBURN et IMIDDLEBROCK, opérant sur des laines d'origine différente,
retrouvent les mémes amino-acides N-terminaux. D'autre part, TIBBS (1952)
(32) a obtenu des valeurs comparables & celles de MIDDLEBROOK pour une laine
Romney de grosseur moyennc, pour une laine Mérinos fine, et pour le cheveu
humain; ces.résultats sont évidemment; comme ceux de WARD (voir plus haut),
en faveur d'une structure chimique trés voisine pour des laines d'origine

différente.
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2) Détermination des groupements o —carboxyligues terminaux libres de la laine.

BLACKBURN ct LEE (1954) (33) utilisant une modification de la méthode
dthydrazinolyse d'AKABORI, .OHNO et NARITA (1952) (34) (+), ont montré que,dans
la laine, le glycocolle, l'alanine, la sérine et la thréonine avaient lour grou-
pement « ~carboxylique libre; ils n'ont fait aucune estimation quantitative,

Ces résultats confirment la multiplicité des chafnes polypeptidiques

dans la laine.

(+) La méthode consiste & chauffer la lainc avec un excés d'hydrazine anhydre;

lcs résidus d'amino-acides sont trensformés en hydrazide, & 1l'exception de
céux qui ont leur groupement « =carboxylique et qui sont libérés sous forme
dtamino-acides libres.

Holl~CH-CO-VH-CH-CO-NE-CH-COOH + NpH, ~ ———y
v | i
Ry Ro B3
HzN—C:H-CO—NH—NHZ + NHg—CH—CO—NH—NHZ + HZN-CIH—COOH

]
R’ Ro Rz

Aprés enlévement des hydrazides du mélange, les amino-acides libres sont
identifids par chromatographie sur papier,
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C - La séquence des amino-acides dans la kératine de laine.

Etant donné la complexité de la molécule de kératine, peu de travaux
ont été effectués pour déterminer 1l'arrangement des amino-acides dans les
chafnes polypeptidiques. Seules quelques séquences simples ont été étudides
a.partir d*hydrolysats partiels acides de laine: des dipeptides contenant de

l'acide glutamique, de l'acide aspartique et de la cystine ont pu &tre isolés.

CONSDEN, GORDON et MARTIN (1949) (35) ont isolé des produits d'hydroly-
se partielle de la laine, les dipeptides glutamylglutamique, glutamylasparti-
que et aspartylglutamique; ces travaux ont eu un certain retentissement & 1'é-
poque, car ils ont permis de réfuter pour la premiere fois la théorie de BERG-
MANN, sur la périodicité des acides aminés dans la chafne polypeptidique.

Ces auteurs ont également mis en évidence des enchafnements de 1l'acide glu~
tamique avec la tyrosine, la sérine et la thréonine (MARTIN 1946) (36), ce

qui semblerait démontrer, d'une fagon certaine, qu'il n'y a pas dans la laine
une altemmance de chafnes polaires et de chafnes non polaires corme 1l'avait
pensé ASTBURY (1943) (37), & la suite de ses &tudes de diffraction des rayons
X. Toutefois, ALEXANDER (1954) (38) admet quc la fibre de laine est formée de
deux composants protéiniques différents, l'un ayant un poids moléculeire éle-
vé et donnant un diagramme 4! & -kératine aux rayons X, l'autre ayant un poids
moléculaire faible et ne montrant aucunc structure orientée; pour cel auteur,
il est donc possible que les dipeptides formés de deux amino-acides polaires
proviennent de cette derniére fraction, et que 1'« -kératine, & laquelle s'ap-
plique 1lthypothése d'ASTBURY, puisse effectivement présenter un arrangement

alterné de chafnes polaires et non polaires.

Les peptides de la cystine, isolés facilement sous forme de peptides
& acide cystéique, ont été étudiés par CONSDEN et GORDON (1950) (39). Ces
auteurs ont trouvé que la cystine était enchafnéde & tous les autres amino=-
acides, sauf & la tyrosine; par suite des difficultés d'isolement des dipep~
tides de la proline, ils n'ont pu mettre cn évidence des dipeptides de la
cystine et de la proline, mais ils ont isolé des tripeptides et des peptides

plus élevés contenant de la proline et de la cystine; il apparalt donc
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vraisemblable que les résidus de proline sont proches, sinon voisins, des

résidus de cystine.

BLACKBURN (1950) (40) a isolé d'un hydrolysat papafnique.de laine
une fraction contenant des pentapeptides., Il n'a pas détcrminé 1'enchaine-
ment de ces divers acides aminés, mais il a trouvé unc prédominance de gly-

cocolle, et une faible tencur en sérine et thréoninec,

En conclusion, lecs résultats actuellement acquis sur la séquence

des acides aminés de la laine sont encore trés fragmentaires,
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D - L'hétérogénéité chimiquec de la fibre de laine : Sa structure

macromoléculaire.

La fibre de laine est formée d'auv moins trois -sinon gquatre = compo-
sants morphologiques distincts : 1'épicuticule, la cuticulc, le¢ cortex et peut=-
8tre la subcuticule (voir plus haut). On peut donc supposer, trés vraisembla-
blement, que la kératine de laine n'est pas unc protéinc homogene, et que cha-
que composant morphologique est formé par une protéine différente, Cette hypo-
thise semble confirmée par le fait qu'il existe dans la laine sept amino-acides
différents, ayant leur groupement « -aminé libre, ce qui indique que la fibre
contient au moins sept types de chafnes polypeptidiques différentes.
MIDDLEBROOK (1951) (41), qui a calculé que certaines de ces chafnes se retrou-
vaient jusqu'd 8 fois et qu'il y en avait 27 au total (voir tableau 3), n'a
cependant pas hésité & conclure en faveur de 1l'homogénéité de la fibre, considé-
rant que ces 27 chafnes polypeptidiques font partie de la méme protéine, et
qu'telles sont unies entre elles par les liacisons disulfures de la cystine. Cal~-
culant que le poids moléculaire moyen d'une chafne est voisin de 60,000, MIDDLE-
BROCK admet donc que la kératine de laine aurait un poids moléculaire de
1.600,000,

I1 n'est cependant pas facihle de conclure en faveur de 1'homogénéité
ou de 1'hétérogénéité de la fibre de laine, & cause de sa structure morphologi-

gue et de son insolubilité.

1) Composition chimigue des différents constituents morphologigues.

Plusieurs recherches ont été faites pour essayer de déterminer si les
différents composants morphologiques ont des compositions chimiques distinctes,
mais les résultats analytiques obtenus n'apportent pas une réponse satisfaisan-
te & cette question, car il est impossible de séparer les différents constituants
sans modifier chimiquement la fibre. Plusieurs auteurs (SPEAKMAN et Mc.lAHON
1938 (42), STAKHEYEWA-KAVERZNEWA 1937 (43) )ont montré que les cellules corti-
cales, isolées de la laine par traitement de celle-ci avec des enzymes protéo-

lytiques, sont plus riches en soufre que la fibre dans son ensemble.

Récemment, GOLDEN, VHITWELL et MERCER (1955) (44) ont trouvé que 1'épi-
cuticule contenait plus de 50 % d'amino-acides dicarboxyliques, ot avait trds

sensiblement la méme teneur en cystine que la laine; mais il faut remarquer
3% q
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qu'une modification chimique de cette épicuticule peut trés bien intervenir
au cours du traitement d'isolement; de plusrelle peut &tre souillée par dlau-

tres matérisux protéiniques.

En effet, pour isoler ce constituant morphologique, qui ne représente
que 0,1 % du poids de la fibre, les auteurs procédent de la facon suivante :
ils oxydent les liaisons disulfures par l'acide peracétique, épuisent la laine
oxydée par 1l'ammoniaque et 1l'hydrolysert par la trypsine durant 24 heures; le
résidu de 1'hydrolyse . trypsique est formé par un trés 1léger dépbdt, que les au=

teurs cstiment &tre 1'épicuticule.

Aussi longtemps que 1'on ne disposera pas de moyens purement mécaniques
pour séparer la fibre cn ses différents constituants morphologiques, on ne pour-
ra savoir si ceux-ci ont des compositions chimiques nettement différentes,

identiques ou voisines.

La plupart des recherches pour essayer de séparer la laine en consti-
tuants homogenes sec sont donc orientées vers la solubilisation de la fibre
et le fractionnement des produits solubles en " polypeptides " ou en protéincs
"pures ", La détermination du poids moléculaire des différentes fractions doit

évidemment fournir des renseignements précieux sur 1'hétérogéndité de la fibre.

2) Fractionnement en différents " polypeptides ". Caractéristiques moléculai-
ros de ces " polypeptides ". (+)

L'insolubilité de la laine, dans tous les solvants aqueux et organi-
ques, géne considérablement 1'étude de la purcté et de la structure macromolé-
culaire de la kératine de laine; en cffet, les méthodes physicochimiques de
diffusion, d'électrophorese, d'ultracentrifugation, etc., ne stappliquent qu'a
des protéines solubles. Ceci a donc amcné de nombreux chércheurs & essayer de
découvrir une méthode de dissolution de la fibre qui soit suffisamment douce,
- ct c'est 1& le point essentiel - pour ne pas provoquer une rupture des liai-

sons peptidiques.

(+) Le terme " polypeptide " utilisé ici est inexact, puisque certains des
fragments isolés ont des poids moléculaires qui dépassent trés largement

les poids moléculaires limites des polypeptides (8,000 & 10.000)., Le terme

" protéine " est également inexact puisque ces fragmentd sont des produits

obtenus par une dégradation plus ou moins poussée des protéines initiales de

la fibre. Il semble seulement commode de conserver les termes " polypeptides"

et " protéine " pour éviter ltemploi de périphrase.



L'insolubilité de la kératine dans les solvants polaires est attribude
essentiellement au pontage des différentes chafnes polypeptidiques par les
liaisons disulfurcs de la cystine., La kératine peut ainsi &trc comparée aux
macromolécules synthétiques, qui deviennent insolubles lorsque les chafnes
sont pontées de fagon & former des réseaux bi-ou-tri-dimensionnels; les tech-
nigques de solubilisation de la laine visent donc, toutes & rompre lecs liaisons
disulfures, soit par réduction, soit par oxydation. La laine réduite n'est ce-
pendant pas soluble dans l'cau, mais dans des solutions agueuses concentrées
d'urée, de phénol, de thiocyanate, de détergents anioniques, ctec.. La nature
de ces solvants indique que les liaisons hydrogéne qui peuvent s!établir entre
les différentes chafnes polypeptidiques par les groupements polaires des amino-
acides et les groupements -CO - NH des liaisons peptidiques, doivent également

étre coupées pour que la protéine puisse se solubiliser.

La réaction principale peut s'écrire :

[ ! { |

NH . NH NH NH
i i i \
CH ~CHp -8-S-Cp ~CH  + NapS <===> CH -CHp -SH + HS ~CHp- CH + NaS
i { {
co co co co
i I i i
REACTION - 1

JONES et MECHAM (1943) (45) ont montré que 1'on pouvait dissoudre
70 % de 1la fibre dans une solution de sulfure de sodium 0,1/M , en 3 heures
a4 30°C, et que la " protéine " soluble pouvait &tre précipitée presque comple-

tement par acidification & pH 4,2,

WARD et LUNDGREN (1954) (46) .ont fait remarquer que la dispersion
par les sulfures peut s'accompagner d'une hydrolyse des liaisons peptidiques,
et que, vraisemblablement, les licisons disulfures ne sont pas toutes coupées
avec la méme vitesse, puisque la 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
et GRALEN (1947-1948) (47) n'aient trouvé qu'un poids moléculeire compris
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entre 8,000 et 10.000, pour la " protéine " solubilisée par une solution de
sulfure de sodium (3.5 M) agissant sur la laine,apH 11; ce poilds moléculaire

tombant & 3.500 si la " protéine " était conservée deux mois dans le solvant,

I1 est intéressant de signaler que HAPPEY et WORMELL (1949) (48) ont
obtenu des fibres artificielles de protéines tégénérées, par traitement des
déchets de laine avec une solution de sulfure de sodium, filage de la solution,

précipitation de la kératine solubilisée et durcissement de celle~ci au formol,

La laine est pratiquement insoluble dans les: solutions d'urée, mais
JONES et MECHAI (1943)(49) ont trouvé que 1'on peut solubiliser 52 % de la lai-
ne dans une solution d'urée (10 M) contenant du bisulfite de sodium (0,3 M) &

N

pH 7, agissant durant 18 heures a 40°C, Ils estiment que la dispersion de la
kératine, dans ces conditions, est le résultat de réactions combinées de déna-
turation et de réduction des liaisons disulfures, mais que 1'hydrolyse des
liaisons peptidiques doit &tre faible, Ce dernier point mérite cependant quel-
ques réserves, puisque MIDDLEBROOK (1951) (50) a trouvé que le nombre de grou~
pements « -aminés terminaux libres, dosables par le dinitrofluorobenzine.
(voir plus haut), était doublé lorsqu'on traitait la laine par une solution
dturée et de bisulfite pendant 24 heures & pH 5 et & 40° C, Les poids molécu=—
laires moyens des chafnes polypeptidiques de la kératine sont respectivement
60,000 et 30,000 (+) pour la laine intacte et la laine traitde & 1'urée-bisul-
fite; ceci démontre donc que certaines liaisons peptidiques de la laine sont
particulierement fragiles, et qu'il faut en tenir compte dans l'interprétation

des résultats de solubilisation,

(+) MIDDLEBROOK calcule le poids moléculaire de la chalne polypeptidique &
partir du poids minimum de laine qui contient 2 équivalents de sérine
N-terminale. Il se référe & la sérine et non & 1l'acide aspartique, car

il y a moins de décomposition de la DNP-sérine au cours de l'hydrolyse,
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Un autre point sur lequel il faut également attirer 1l'attention
est la variabilité de la proportion de laine solubilisée suivant les . .expé-
rimentateurs (voir tableau 4); la solubilisation par des solutions d'urde
contenant du bisulfite ou dlautres réducteurs n'lest jamais totale; les ré-
sultats obtenus pourla fraction soluble ne sont donc pas forcément valables
pour l'ensemble de la fibre. L'étendue de la solubilisation et la valeur du
poids moléculaire dépendent, évidemment, avant tout, du nombre de liaisons
disulfures qui sont rompues durant le traitement; or les expérimentateurs

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

A la suite des travaux de JONES et MECHAM, plusicurs autecurs ont
étudié les propriétés moléculaires des fractions solubilisées dans 1l'urée

contenant des agents réducteurs.

MERCER et OLOFSSON (1951) (51) ont solubilisé environ 20 % d'une
laine Lincoln dans une solution saturée d'urée (9.5 M) contenant 5 % de
bisulfite de sodium, & pH 8, par chauffage & 50°C durant 24 heures, La so-
lution était fortement polydispersée; la mesure des constantes de sédimenta-
tion (1.93 unités SVEDBERG) et de diffusion leur a permis de calculer que
le poids moléculaire moyen était de 84.000. Le rapport frictionnel molaire
est de 3.86, ce qui indique une molécule trées dissymétrique, d'un rapport
arial de 90/1. Lorsque la fraction extraite & l'urée est wduite par :SNas
& pHd 12, son poids moléculaire tombe & 8.,000; ce dernicr est pratiquement
identique & celui qu'ont trouvé OLOFSSON et GRALEN, pour des solitions de
kératine de laine dans le sulfure de sodium. MERCER et OLOFSSON supposent
que, pour des valeurs de pH élevédes (11 & 12), toutes les liaisons disulfu-
res sont rompues, ce qui ne serait pas le cas & pH 8; les molécules les
plus grosses ( P.M.84.000) seraient formdes par la réunion, grice & des

ponts difulfures, de polypeptides d'un poids moléculaire moyen de 8,000,

(+) SPRAKMAN et MENKART (1952) (52), puis VANOVERBEKE et MAZINGUE (1954)(53),

ont montré que des laines traitées par des solutions alcalines et dont
les ponts disulfures de la cystine ont été remplacés partiellement par les
ponts thio=éther de la lanthionine, sont beaucoup moins solubles dans les
solutions concentrées de phénol contenant du thioglycolate, que des laines
dont les ponts disulfures sont intacts.



L

I1 scmble plus raisonnable d'admettre que les solutions fortement alcalines

provoquent une hydrolysc des liaisons peptidiques.

WOODS (1952) (54) a utilisé la méthode de solubilisation de IIERCER
& OLOFSSON avec une laine Mérinos, et a obtenu une solubilisation de 30 % du
poids de la fibre; il obtient une solubilisation du méme ordre en opérant &
PH 5,7 et & 50°C durant 2 jours; ceci indique que la solubilité augmente lors—
que lc pH augmente. De ses mesures de pression osmotique, WOODS a déduit que
lc poids moléculaire apparent de la " protéine " solubilisée était de 30,0003
mais un tiers de cellc=ci diffuse & travers la membranc de collodion; aussi
le poids moléculaire moyen de la fraction diffusible cst de 10,000, et celui
de la fraction non-diffusible dée 50,000, Pour cet auteur lc rapport axial de

la nolécule serait de 10 & 16/1.

FRIEND ct Q!'DONNEL (1953) (55) ont dissout 15 & 20 % d'une laine Mé-
rinos de finesse 64's en la chauffant dans une solution d'urée ( 8 M) ot de
bisulfite (0.4 M) & 60°C dursnt 48 heures ( pH initial 5,6; pH final 7,8).

Mais ils ont montré que 1'on pouvait dissoudre jusqu'a 85 % de cette laine,

dens le milieu urée-bisulfite, si l'on soumet cn méme temps la fibre & une
désintégration mécanique, qui permet aux agents solubilisants de pénétrer
beeucoup plus facilement dans lc cortex. Ceci indiquc que 1l'insolubilité de

la lainc n'est pas uniquement cn rapport avec sa structure chimique, mais égale-
ment avec sa structure morphologique : non seulement il faut rompre les liai-
sons disulfures, mais il faut également affaiblir ct briser lcs membranes de

la cuticule et du cortex, pour quec leurs contenus puissent sc solubiliser,

Par des mesures dc pression osmotiquc, FRIEND ct O'DONIMEL ont déter-
miné les poids moléculaires de la fraction soluble ot trouvent des valeurs
comprises entre 12,000 et 16,000, Il est important de faire remarquer qu'ils
trouvent les mlmes poids moléculaires s'ils ont extrait 20 ou 70 % des " pro-
téinecs " de la fibre, ce qui indique qu'il ne se produit aucun fractionncment

durant le processus dec solubilisation,

WARD (1952) (56) remplace lc bisulfite par le mercaptoéthanol (alcool
thioglycolique), qui est un agent .plus cfficacce pour couper les liaisons disul-
fures. En unc seule cxtraction, d'une durée de 19 heures, cet auteur arrive &
solubiliscr 63 % d'une laine Rambouillet dans unc solution dturée (10 M) con-

tcnant du mercaptoéthanol (0,5 M) et du chlorure de lithium (0,2 1)
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(pH 8,7, température 50°C ). Lo poids moléculaire de la "protéine" solubili-
sée, calculé a partir des constantes de sédimentation et de diffusion, est
cn moyenne de 14,000 et le rapport axial de 45/1. Pour des laincs d'origine
différente, lcs poids moléculaires s'échelonnent entre 12,700 ct 13.800 (un
seul échantillon a un poide moléculairc de 17.600). WARD a fait remarquer
que la "protéine" soluble provient de 1'intérieur de la fibre, car, méme
apres plusicurs extractions, celle-ci présente toujours sous lc microscope

sa structurc écailleuse caractéristique.

O'DONNEL (1954) (57) a étudié les propriétés de solubilité d'une lai-
ne dont les liaisons disulfurcs ont été rompuecs au préalable, I1 réduit cel-
les=¢i a pH 5,6 par unc solution de thioglycolate de sodium ct alkyle cnsuite
les groupements thiols par une solution d'iodoacétamide; apres 10 réductions
et alkylations successives, il obtient une lainc dont tous les groupcments
disulfures sont remplacés par des groupcments S-méthyléne-carboxamide
(-S-CHp-CONHp ). La lainc ainsi modifide est insoluble dans 1'cau, mais une
solution d'urée ( 8 M) & 40°C cn dissout 80 % en 96 heurcs (avec agitation).
La "protéinc" ecxtraite par 1'uréc se révile comme trés hétérogdine & 1'élec-
trophorese. Par ailleurs, si 1'on élimine 1'urée par dialyse, la "protéinc "
est partiellement soluble dans l'eau et les solutions 1légdrement alcalines;
comac d'autre part la laine modifiée est insoluble dans ces conditions,
O'DONNEL suppose avec MIDDLEBROOK que 1l'urée pcut provoguer la rupturc de
certaines liaisons peptidiques. Le poids moléculaire de la "protdine " extrai-

te par 1'urée n'a pas été détermind.

_—m T — — T — " —— - — —— — — —

Le thioglycolate de sodium ( GODDARD et MICHAELIS) (1934) (58) pout
réduire les liaisons disulfures de la lainc dlaprés la réaction 2 :
| i i i
NH NH NH NF
ClH—-CHg-S-S—CHg—({H + 2HS-CHp-COONa—3 C%H-CHZ-SH+HS-CH2-C‘H+%§Iaooc—CHz-s;;"2.

co co co CO
t ! { |

REACTION -2
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Si le milieu est suffisamment alcalin, les chafnes polypeptidiques se solu~
bilisent. GILLESPIE et LENNOX (1953 - 1955) (59) ont traité la laine par

30 fois son poids d'une solution de thioglycolate (0,1 M) & 50°C, durant

40 minutes, & différentes valeurs de pH. Au pH 10,5, 6 % sculcment de la
loine se solubilisent; au pH 12,6, au contraire, 65 So sont solubles, ct 3%
sculement de la protéine dialysent & travers une membranc de cellophane; au
PH 13 enfin, 74 % de la kératine se solubilisent mais plus de la moitié de
la fraction extraite dialyse : ce qui indique une coupure importante des
liaisons peptidiques. L'agitation nécanique durant 1'cxtraction augmente

1légercment la quantité de protéine dissoute,

L'extrait & pH 12,6, dissous dans un tampon glycocolle-thioglyco-
late (pH 11), a été soumis & 1'électrophordse dans 1'apparcil TISELIUS; il
sc révele tres hétérogéne puisqu'il contient 7 composants mincurs ct wn com-
posant majeur (composant 2) qui représente 41 % de la laine. Los composants
mincurs pouvent 8tre éliminés compldtement de la laine en soumettant celle-
ci & cing extractions successives par du thioglycolate 0;1 M & pH 10,5, L'ex-

2

traction du résidu & pH 12,3 donne le composant majeur & 1'état pur : cclui-
ci se révéle alors homogéne & 1'électrophorése, Une étude des cinétiques
d'extraction montre que 70 % de la kératine de laine se solubilisent beau-
coup plus rapidement que les 30 % restants, qui nc peuvent 8tre solubilisés
quc par de la potasse 1 M; mais les extraits potassiques sont dialysables,

ce qui indique une profonde altération des chafnes polypeptidiques.

HARRAP (1955) (60) a déterminé le poids moléculaire des différen~
tes fractions extraites, par GILLESPIE et LENNOX, avec du thioglycolate :
le poids moléculairc des fractions dialysables est de l'ordre de 10.000,
cclui des autres fractions, et notamment du composant majeur, de 1tordre de
30.000. Puisque FRIEND ct O'DONNEL (1953) (61) ont trouvé un poids moldcu-
laire de 15.000 pour la kératine cxtraite par 1l'urde ct lc bisulfite (voir
plus haut), HARRAP émct 1'hypothdsc que le P.lM. de 30.000 correspondrait &
un "dimere " dont lcs deux moitiés seraient maintcnucs cnsemblc par des

" liaisons hydrogene ".

Le tableau 4 résume les résultats qui ont été obtcnus par diffé-
rents auteurs, sur le fractiomnement de la laine en " polypeptides ", par
cxtraction avec des solutions réductrices d'urée, dc sulfure de sodium ou de

thioglycolate alcalin.
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TABLEAU-4

Fractionnement de la laine en " polypeptides " par différentes techniques.

§ | ; i ] lp 8 Sa .o S
: | fa| RN) B~ | 1 O Sce '@ | e 0 0
| ] NORR ¥ ¥ ; .
e smleE|n (9%|E8 (R0 BERE e (D2
I!Z ) 0 é‘gvrgr—ﬂ% Egg 5; ¢ - t-——u%% p:rcgr:-jl
} {
{0lofson et Gralen | i { " 8,000+
(62) 5,5 1 20-22| 48 | 11| 10,000
Jones et Mecham | ' E
(63) 0,1 300 3 70 | '
Jones et Mecham f
(64) 10 0,3 M 1/14 | 40° 18 7] 52
Mercer et Olofsson
(65) | 9,5 | 5% 500 | 24 | 8l 20 PHY%
Woods (66) L 95 | 5% 1/17 | 500 | 24 | 8| 30
i i .
W (66) $ 8 4 % 1/6 | 50° | 48| 5,7 30 agfgéo
¢ } Adia.
; 50,000
Priend et 0'Donnel f 8 0,4 M 1/6 | 60° | 48 | 5,615-20 [12.,0004
(67) | B85 av.16,000
! agita
i ion
Ward (68) 110 ] ?,S)M 1/20 | 500 19 | 8,7 63 14,000
i ++
B4 i :
1lles%ég)§t Lenno% ; : 0,11 1/30 | 500 40 | 12,6 65 [B0.000
' o ! | | (+4+)
: 3 | ; } ¢ i

(+) Si 1'on réduit le fraction extraite par 1l'urée avec du sulfure de sodium
é PH 12 Son P.M = 8.000.

t+) Le thioglycolate a &té remplacé par du mercaptoéthanol.

(++) P, déterming par Harrap.
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DAS et SPEAKMAN (1950) (70) ont oxydé la laine par une solution de
bioxyde de chlore (1,25 N ) dens 1'obscurité & 22°C. Environ 40 % de la pro-
téine se dissout dans le réactif au bout de 120 heures, et si 1l'on plonge la
laine oxydée dans l'eau bouillante, pendant une heure, la solubilisation to-
tale s'éléve & 87 %. Les poids moléculaires des fractions solubles dans la
solution de bioxyde de chlore s'échelonnent de 2,000 & 12,000 (SPEAKMAN,1949)
(71); le résidu insoluble dans cette solution est au contraire soluble dans
la cupriéthylénediamine, son poids moléculaire moyen est de 13,000, mais on
peut en précipiter, par traitement & 1l'acide acédtique, une fraction dont le
poids moléculaire est de 36,000, SPEAKMAN (1952) (72) admet que le bioxyde
de chlore hydrolyse certaines liaisons peptidiques, probablement celles des

résidus tyrosine et proline.

TOENNIS et HCMIILLER (1942) (73) ont montré que l'acide performique
n'oxydait pas les amino-acides, & l'exception du tryptophanne, de la méthio-
nine et de la cystine, ce dernier composé étant oxydé quantitativement en
acide cystéique. SANGEB.(1949) (74) a utilisé ce réactif pour couper tes liai-
sons disulfures de l'insuline, sans modifier les autres amino-acides, et .ob-
tenir les deux chaines polypeptidigues qui sont lides dans la molécule d'in-

suline par des ponts disulfures.

ALEXANDER, HUDSON et FOX (1950) (75) ont trouvé qulune solution
aqueuse & 1,6 % d'acide peracétique oxydait toute la cystine de la laine en
24 heures & 22°C, Durant le traitement avec la solution d'acide peracétique,

aucune fraction protéinique de la fibre ne passe en solution.,

Des expériences avec un certain nombre de peptides ont montré que
1'acide peracétique n'attaquait par les liaisons peptidiques, du moins pen-
dant la période de temps nécessaire & l'oxydation des liaisons disulfures
( POX 1951) (76). La laine oxydée par 1l'acide peracétique.est soluble, sauf
une fraction représentant 8 & 10 % de la fibre, dans de 1'armoniaque 0,1 N
3 froid (ALEXANDER et EARLAND, 1950) (77). Le résidu insoluble dans 1'ammo-
niague a été dénommé A -kératose par ALEXANDER, car il donne aux rayons X un
diagramme de & =-kératine; .cet auteur considére que ce résidu, qui se présente
au microscope sous forme d'une membrane, est la "subcuticule " de la fibre
( voir chapitre 1). La fraction (90 & 92 % de la fibre) soluble dans
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1l'armoniague peut &tre séparée en deux fractions, appelées respectivement

4 et y -kératose. L'« -kératose, qui représente 50 & 60 % de la laine ori-
ginelle, précipite lorsqu'on acidifie l'extrait ammoniacal & un pH inféricur
a 4, .I1 donne aux rayons X un diagramme d'd -kératine, L'examen électropho-
rétique de 1'a =kératose montre qu'il est formé de deux composants distincts;
ces doux composants peuvent dlailleurs &tre séparés, en dissolvant 1'y —kéra-
tose dans une solution concentrée dlurée, et en ajoutant lentement de 1tacide:
l!qq—kératose précipite d'abord, et donne un net diagramme de configuration<(
1'q o-kératose qui précipite cnsuite, donne aux rayons X un diagramme mal dé-
fini,

La fraction de 1l'extrait ammoniacal qui reste soluble par acidifi-
cation & pH 4, représente la » -kératose; elle se révebe comme hétérogéne &
1'élcctrophorese. Les constantes de sédimentation et de diffusion de ces dif-
férentes fractions ont été déterminées, et & partir de celles-ci, on peut
calculer les poids moléculaires et la forme des molécules en solution. Les
poids moléculaires trouvés sont respectivement : 67.000 pour llx}—kératose,
13,000 pour 1 2—kératose et la -kératose; mais ces deux dernieres frac-
tions sont vraiscmblablement formées par un mélange de treés petites molécules,
et de molécules dont le poids moléculaire pourrait atteindre un maximum de

15.000 (ALERANDER) (78).

Le tableau 5 rcprésente le fractionnement de la lainc oxydée par

1l'acide peracétique.
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TABLEAU 5

Fractionnement, cn différents "polypeptides", de la laine oxydée par
1l'acide peracétique. D'aprés ALEXANDER (79).
LAINE (100g )

Oxydation par l'acide peracétique

ct dissolution dans NH40H 0,3 XN.

i i

|
|
’

Résidu insoluble (subcuticule) Solutior, & pH 8 environ
9-11g de f3 =kératose Addition de C1H & pH 4
|
Poudre bl%nche 30 g de y-kératose
60 g d'« -kératose en solution (P,M,13.,000)

Solubilisée dans 1l'urée

Précipitation fractionnée
par addition d'acide.

T

| .!
55-40 de 1 -kératose 15-20 g de x_z—kératose
(.M., 67.000) (P, 13.000)
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3) Nouvel aspect de 1'hétérogénéité de la fibre de laine :la structure

bilatérale du cortex.

En 1953, HORIO et KONDO (80) ont montré, par une technique de tein=-
ture.différentielle, que le cortex des fibres de laine est formé de deux
hémi-cylindres, dont l'un est plus accessible aux colorants (segment D.A.)
gue llautre (segment non=D.A.) (+); cette structure bilatérale s!étend tout
au long de la fibre depuis la racine jusqu'a la pointe., Les deux segements
stenroulent 1'un autour de ltautre, et suivent exactement la courbe correspon-
dant & la frisure noturelle de la fibre, de sorte que le segment DA est tou-
jours placé i 1l'extéricur de la courbure et le segment non-DA & 1'intérieur
( voir figure 4). MERCER (1953) (81) a confirmé les observations de HORIO et
KONDO, par une série de traitement physico-chimiques . il a notamment montré
gqu'en soumettant de la laine " supercontractée " & une hydrolyse trypsique,
on obtenait un résidu inattaquable par l'enzyme, formé d'un tube dérivé de la
cuticule, .et renfermant & 1'intérieur le " paracortex ". MERCER a en effet
proposé dlappeler " paracortex " la partie du cortex la plus stable (scement
non-DA de HORIO et KONDO), et " orthocortex " la partic la moins stable,

MERCER, GOLDEN ct JEFFRIES (1954) (82) ont traité la laine par de
1tacide thioglycolique & pH 4,5 pendant 8 heures : ce traitement, d'apres
PHILLIPS (1946) (83), provoque la réduction de la moitié seulement de la cys-
tine de laine (fraction A + B).(voir plus loin). Ils ont cnsuite treité cette
lainc réduite par le bromure d'éthyle, dans un milieu tempon de pH 8, de fa-
con & éthyler les groupements thiols, et ils ont soumis la laine ainsi modi-
fiée & une hydrolyse pepsique (pH 2, 40°C ) pendant une semainc,- Des cxamens
microscopiques, au cours de la digestion, lecur ont permis de voir que 1l'atta=-
que commengait d'un seul c6té de la fibre, et que le cortex de ce cdté était
digéré lentement : il reste finalement un segment biréfrigent, inattaguable
par 1l'enzyme : le paracortex. La tecneur en cystine de ce résidu est pres du

doulle de celle de la fraction hydrolysable: l'orthocortex. Ces cxpériences

(+) DJA cst 1'abréviation de dye-accessible.
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aménent MERCER et ses collaborateurs & penser que le cortex de la fibre de
laine serait formé de deux types différents de kératine : unc kératine plus
stable ( le paracortex ), car riche en liaisons disulfures, et une kératine
moins stable ( 1'orthocortex ), pauvre cn liaisons disulfures; la répartition
des autres amino-acides est également différente dans les deux fractions

( voir plus haut).

PHILLIPS a montré que la cystine pouvait &tre divisée on deux frac-
tions, de réactivité différente ( voir plus loin), et pensc que ces différen-
ces peuvent &tre duecs & un cnvironnement moléculaire différent des résidus de
cystine. MERCER ct scs collaboratcurs suggerent que des factecurs morphologi-
ques sont également on cause : la fraction la plus réactive de PHILLIPS
(fraction A + B) ferait essentiellement partie de l'orthocortex, ct la moins

réactive du paracortex.

Par ailleurs, MERCER et Coll. (1954) (84) ont observé au microscope
optique que la protéinc dec laine ( 25 % ) soluble dans une solution d'urée-
bisulfite ( pH 3 ) provient de 1'orthocortcx, et que le résidu insolublc est

formé de la cuticule, des membranes des cellules corticales et du paracortex,

Peu de temps aprés la publication de HORIO et KONDO, deux chercheurs
australiens, FRASER ct ROGERS (1953) (85), ont signaléd quc la solubilisation
de la lainc par le thioglycolate alcalin suivant la technique de GILLESPIE
ot LENNOX (1953) (86) permettait égalemont de montrer que lc cortex est for—
mé de deux composants bien définis, de réactivité chimique différente : la
partic la plus soluble de la fibrec vient du segment S ( orthocortex de MERCER)
ct le composant électrophorétiquement homogene du segment H ( paracortex de
11ERCER) .

Récemment FRASER et ROGERS (1955) (87) ont montré que certaines pro-
priétés physiques et chimiques de la fibre de laine éteient en relation avec
la structure bilatérale du cortex. Ils ont discuté de ltorigine de cette
asymétrie et montré, par des techniques histologiques (tcintures avec des
colorants basiques), que cette structure bilatérale existe dans le cortex
avant la kératinisation et ne provient donc pas d'une kératinisation asymé-
trique survenant dans les follicules de la peau des moutons, comme le suggere

MERCER (1953) (88).
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FIGURE - 4

Paracortex de la fibre,

Beaucoup plus résistant vis-a-vis des agents chimiques, le paracortex
subsiste apres 5 minutes de contact avec de la soude & 6,5 % & la tempé-
rature du laboratoire. Le paracortex est visible & 1'intérieur des fibres,

(Photo extraite de 1'article de WARD et LUNDGREN, Advances in Protein Che-
mistry, Vol. 1X, 1954 et reproduite avec 1'autorisation des Editeurs ).
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4) La composition en amino-acides des différents é1léments constitutifs

de_la fibre de laine.

Quelques essais ont été réalisés pour déterminer la composition en
amino-acides des différentes fractions de la laine. Les résultats les plus
intéressants sont réunis dons le Tableau 6., Mais il faut rappeler de nouveau
gue 1ll'interprétation de ces résultats, en ce qui concerne 1'hétérogénéité
de la laine, est difficile, car toutes les méthodes de fractiomnement uti-
lisent des procédés qui dégradent plus ou moins les molécules de kératine
originellement présentes dans la fibre. Par ailleurs ces résultats ont été
obtenus avec des techniques analytiques qui ne sont pas d'une trés bonne

précision.

TABLEAU 6

( voir page suivante )
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TABLEAU 6

Composition en amino-acides des composants de la laine en grammes pour

cent grammes de laine.

{Cellu- | Cuti- Cellu- Epicu- |lMembra- Para - Pooh =
Composants es fusi cule| les fusﬂ ticulej nes des [cortex |Ortho- | Kéra-
formes | formes ! cellu- Epi~ | cortex | tose
(+) (++) ! les +épicuticu~
: cuticulg 1le
T WARD | YARD LINDLEY (GOLDEN | GOLDEN |GOLDEN |CGOLDEN | GOLDEN
(89) (89) | (90) | (91) | (91) | (91) (91) i (91)
Azote total 16,1 16 14,5
Soufre -~ 3,63 1,14 17,5
Amino-acides
Alanine 3,6 4,5 3,0 0,3 1,6 1,3 1,9 1,1
Arginine 10,1 749 740 342 11,2 15,6 6,6 10,8
Ac.spartique Ty2 4,8 24,7 539 5,0 12 Byl
Cystine 10,6 - | 25,2 |13,5 6,1 |17,1 9,8 | 13,3
Ac.Glutamique 16,5 13 2F T 1150 14,0 13,6 16,5
Glycocolle 3,6 4,0 0,7 3,2 2,7 9,1 6,7
Histidine
Isoleucine 4,0 5,1
Leucine 9,0 7,2] 4,9 0,8 6,2 8,7 7,6 6,3
Lysine 556 3,6 1,4
Méthionine
| Phénylalanine 24,9 242 1ye 0,3 1s5 1,9 1,5 1,1
Proline 6,6 8,5 9,1 2,5 By B4 6 8,0 | 6,3
| Sérine 7,5 9,8 | 5,8 5,4 10,5 10,0 | 10,3 |
Thréonine i 2,0 231 540 8,2 | 6,6
{ Tryptophanne
i Tyrosine 4,2 542 2,4 ]
| Valine 4,2 | 2,1 LT 2,4 40 1 1,9
4 | ! { h

(+) Les cellules fusiformes sont obtenucs de la fagon suivante : 100 g de

laine sont traités pendent 48 heures & 25°C par 3 litres de C1H 6J ,
Le résidu insoluble est lavé 'd l'eau et broyé dans un moulin; il est mis
ensuite en suspension dans 1l'eau; la fraction qui de dépose cst formée de
ccllules fusiformes.

(++) LINDLEY obtiént des cellules fusiformes par hydrolyse particlle de la
laine avec 1l'acide cétylsulfonique (0,05 N ) durant 6 jours & 65°C,




5) Conclusions.

Btant donné 1!'impossibilité d'isoleir les constituants morphologiques
sans modifier plus ou moins leur structure chimique, on ne peut actuellement
affirmer, bien que cela soit vraisemblable, que chaque constituant (épicuti—
cule, cuticule, subcuticule) est formé d'une protéine différente. Il es
dtailleurs possible que chaque constituant soit un mélange de kératines de

structures plus ou moins voisines,

I1 est égnlement difficile de se prononcer sur la structure macrqmo-
léculaire de ces protéines. En effet, la mise en solution de cclles—-ci n'est
possible qu'aprés rupture des liaisons disulfures; or, il pecut se produire,
au cours du traitement, une hydrolyse plus ou moins poussée des liaisons pep-
tidiques.

Si la détermination des groupements = -aminés tcrminoux libres per-
met d‘affirmer que la laine contient un certain nombre de chafnes polypep-
tidigues différentes, on ne peut savoir si toutes ces chafnes font partie de

la méme ppotéine ou de protéines différentes.

La détermination des poids moléculaires des fractions solubilisdes
n'epportent pes non plus de conclusions définitives sur lo longucur des chal-
nes polypeptidiques. Les fragments les plus gros qui ont été isolés ont des
poids moléculaires dc 1l'ordre de 70.000, mais il est possible qu'ils conticn=-
nent cncorc des liaisons disulfures intactes, - ou peut-8tre d'autres liai-
sons covalontes, = qui réunissent deux ou plusieurs chafnes polypeptidiques,
L'enalyse quantitative des groupcments « —aminés terminaux permct de calcu-
ler que le poids moléeculaire moyen d'unc chafne est de 60,000 (MIDDLEBROCK):
mais la solubilisation par 1l'urée-bisulfite, qui scmble &tre le moyen le
plus doux quc l'on puisse utiliser, fournit des protéines d'un poids molécu-—

laire moyen de 30,000,

Quant aux fractions de poids moléculaire 4,000 & 10,000, isolées par
différents auteurs ( ALEXANDER, OLOFFSON et GRALEN), clles peuvent 8tre des
polypeptides de faiblc poids moléculaire constituant le "Ciment intercellu-
laire " ou tout simplement des produits d'hydrolyse des grosses chaincs po-

lypeptidiques.
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E - La réactivité des liaisons disulfures.

Les propriétés physico-mécaniques de la fibre de laine : élasti-
cité, supercontraction, ténacité a la traction, insolubilité, etc., sont de
la plus haute importance du point de vue de 1l'industrie textile., Or, ces
propriétés sont évidemment conditionnées par la structure macromoléculaire
de la protéine - ou des protéines = constituant la fibre., Les liaisons di-
sulfurcs de la cystine, qui peuvent réunir les différentes chafnes polypep-
tidiques, jouent donc un rble important dans la structure de la fibre, et il
est du plus grand intérét de connaftre la réactivité de ces liaisons vis-a-
vis des réactifs chimiques. En effet, les traitements industriels, tels que
lc lavage, le fixage, le blanchiment, la teinture, etc., exécutds dans des
conditions trop brutales, peuvent modifier les liaisons disulfures, et ceci

se traduit toujours par une diminution des qualités textiles de la fibre,

Les travaux les plus importants, qui ont été réalisés sur la
réactivité des liaisons disulfures de la laine, sont d'une part ceux de
PHILLIPS et de ses collaborateurs, qui ont étudié 1l'action des agents réduc—
tours et des alcalins sur la laine, d'autre part caux d'ALEXANDER ct de ses

collaborateurs,qui ont étudié l'action des agents oxydants,

1) Les travaux de PEILLIPS : La classification de la cystine de la laine

cn fractions de réactivité chimigue différente.

PHILLIPS ct ses collaborateurs ont examiné le comportement de
laines intactes ¢t de laines modifiées chimiquement, vis-a~vis de solutions
de sulfite de sodium, d'alcalis, de cyanurc de potassium, de formol ct d'a-
cide thioglycolique. Leur méthode consiste & doser par la technique éolori-
nétriquecde SHINOHARA (+) (1935) (92), d'une part le soufre disulfure

(+) La technique de SHINOHARA est exposée en détail dans la 2&me partic,
Chapitre 1, clle comprend deux opérations bien distinctces

1) Hydrolyse de la laine par l'acide chlorydrique 5,6 N bouillant.

2) Dosage, dans cet hydrolysat, de la cystine et de la cystéine, par mesure
de la coloration bleue que donnent ces composés avec l'acide phosphotungs-—
tique.
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( Cystine ) préexistant dans la laine, et d'autre part le soufre disulfure
restant et le soufre thiol apperu ( Cystéine) dans les laines ayant &té sou=
mises, dans des conditions varides, & 1l'influence de ces rdéactifs ( ELSWORTH
et PHILLIPS , 1933 (93), 1941 (94): MIDDLEBROOK ct PHILLIPS, 1942 (95),

1947 (96); CUTHBERTSON et PHILLIPS, 1945 (97); LINDLEY ot PHILLIPS, 1945 (98),
1947 (99); CARTER, MIDDLERROOK et PHILLIPS, 1946 (100).

PHILLIPS (1946) (101) a résumé les résultats de 1l'ensemblc de son

expérimentation dans le tableau suivant:

TABLEAU 7

( voir page suivantc)
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TABLEAU 7

La subdivision de la cystine de la lainc con quatre sous-fractions

Laine . ! Soufre cystinique 3,6 %

|
Fraction (A+B): S-cystinique 1,8 % | Fraction (C4D) : S-cystinique 1,8 %

1)Réactivité vis-a-vis de SO3Na H.

La sous-fraction A (0,8 %) réagit en
donnant des groupcments -SH hydroly-

sables par l'eau, ct des groupcments

. La sous-fraction ¢ (0,8 %) ne réagit
|
|
- Cf,-5-505 Ta, j La sous-fraction D (1,0 %) se décom-
i
i

DAS

£L

pose dans le bisulfite bouillant en

donnant de 1l'acide =« -amimoacrylique
combind.,

Lo, sous—-fraction B (l %) donne des

groupements - SH stables & l'eau et
des groupements - CHy-5-50sNa.

11) Réactivité visa-vis des alcalis.

Lo fraction (A+B) cst transformée en Les fractions (C+D) donnent de 1l'acide

lanthionine. A —aminoacrylique combiné : la sous-
Ta sous=fraction A réagit plus rapi- fraction C réagit plus lentement,

demont que la sous-fraction B

111) Réactivité vis-a~vis du formol,

Lo sous-fraction A ne réagit pas

La sous-fraction B donne de 1l'acide Pas de réaction.
thiazolidine-4~carboxylique.

1V) Réactivité vis-a-vis de HS-CH,-COOH

Les sous-fractions A et B sont ré- : Les sous=fractions C et D sont rédui-
duites & pH 4,5. Avec le formol, la tes beaucoup plus lentement & pH 4,5
‘sous=fraction A donne de ltacide
djenkolique, la sous-fraction B
donne de l'acide thinzolodine-4-—
carboxylique.

Apres réduction ces sous-fractions ne
réagissent pas avec le formol et le
dibromure de méthylénc,

Lo sous-fraction A ne réagit pes
avec CHyBrs.

La sous-fraction B ne réagit pas.
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L'examen de ce tableau montre que la cystine de la laine peut 8tre di-
visée en deux fractions égales. Ces deux fractions principales différent es-
sentiellement por le fait qu'elles donnent naissance & des produits distincts,
lorsque la laine est soumise & l'action d'un réactif donné: ainsi, sous 1'in-
fluence des alcalis, la cystine de la fraction ( A+B ) se tronsforme en lan-
thionine, et celle de la fraction ( C+D ) en acide —aminoacrylique. Chacu~-
ne de ces fractions peut & son tour &tre divisée en deux sous-fractions qui
ont des propriétés semblables, mais qui différent surtout entre elles par la
vitesse avec laquelle elles réogissent: les alcalis transforment ropidement

la fraction A en lanthionine, et lentement la fraction B.

S T T T e T S T T e o e e e e

Au pH 5, qui est le pH optimum d'action, et & la température ordinaire
(2200)7 la moitié seulement de la cystine de la laine (fraction A+B) réagit
avec le bisulfite de sodium, en donnant de la cystéine et de la S-cystéine-
sulfonate de sodium, qui restent combindes dans la protéine (réaction 3 lue
de gauche & droite ).

i | { i
NH i

, £+ soman N '
CH- CHp- S- S5- CHp- CH ————= CH~- CHp- SH + Ng03S -S5=- CHy- CH
| | - SOzNaH ! !
co co co co

{ [ \ \

REACTION - 3

Cette fraction peut &tre subdivisée en 2 sous-fractions A et B,car

les groupements thiols et S-cystéine-sulfonate, apparus dans la laine, n'ont
pas tous la méme stabilité vis-a-vis de l'eau. En effet, si 1'on rince abon-
damment la lainc traitée au bisulfite, un peu moins de la moitié de ces grou-
pements -SH et —S-SOBNa reforment des liaisons disulfures ( réaction 1 lue de
droite & gauche). La cystine de la sous-fraction A (0,8 % du soufre) donne
donc naissonce a des.groupements thiols et S-cystéine~sulfonate de sodium la-
biles vis-a-vis de l'cau, tandis que celle de la sous~fraction B ( 1% du sou-
fre) donne naissance & ces mémes groupements, mais ceux—ci sont stables vis-a-

vis de 1l'eau.



PHILLIPS a fait remarquer que le rapport entrec les sous-fractions
A ot B dépendait de la méthode de rincage., FARNWORTH (1955) (102), qui a re—
pris les expériences de.PHILLIPS, o montré que dans certains cas la sous-
fraction A représente 1,52 % du soufre disulfure, cc qui indique que si la
moitié des liaisons disulfures de la laine peuvent &tre coupdes par des so-
lutions froides .de bisulfite, ces liaisons ont une tendance trés nette & se

reformer lorsqu'on enléve la laine du milieu réducteur,

Quant & 1o deuxidme moitié de la cystine (fraction C+D) clle ne
réagit que dans des conditions plus violentes : augmentation de lo concentra-
tion de 1la solution de bisulfite, durée plus longue du traitcment, températu-
rc plus élevée ( ou dessus de 40° C), Dans ces conditions une certaine quanti-
té de cystine ( fraction C) ne réagit cependent pas avec le bisulfite, puisque
leos laines traitées conticnnent encorc du S-disvlfure, et il est probable que
la sous-fraction D se décompose en acidest -aminoacrylique, qui reste combiné
dans lo laine, ¢t cn hyposulfitec qui cst libéré, PHILLIPS suppose quc la sous-
fraction D réagit d'abord suivant la rdaction 3 ct qu'cnsuite les groupements

thiols et S-cystéine-sulfonate de sodium se décomposent suivant la réaction 4.

i !

\ i
NH NH NH NH
i \ } }
CH—CHZ-SH + NFOBS—S—CH2—QH P ﬂH—CHg—SH + - CH=C+ SgOgNaH
] - i %
(o]0 co co co
H 1 1 ¥

_;ECTION - 4

I1 appuie cette hypothese sur le fait que les hydrolysats chlorhydri-
ques de lainc traitée par des solutions chaudes de bisulfite conticnnent un
peu d'acide pyruvique. La présence de ce composé s'expliquerait par 1'hydro-

lyse de 1'acide o —ominoacrylique combiné ( réaction 5).
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co COOH COOH
REACTION - 5

La quantité d'acide pyruvique dosé nc correspond toutefois pas & la
quontité théotique dlacide X -aminoacrylique qui peut apparaftre, par décom-
position de la cystine suivant les réactions 3 et 4; PHILLIPS supposc donc que
ltacide  =-aminoacrylique peut se transformer cnsuite en un composé plus sta-

ble: sans doute la lanthionine (+)(réaction 6).

1 i [ 1

NH NH N NH

1] i

CH - CHp- SH + (CHp=C ) CH-CHy =S -CH ~CH

)

co co co co

i ! i i
REACTION - 6

En résumé, l'action du bisulfite de sodium sur la laine pcrmet de

classer la cystine en 2 fractions égales de réactivité différente :

1) Unc fraction(A + B ) trds rdactive: les licisons disulfurcs de
cette fraction sont coupées par des solutions diludes et froides de bisulfite,
mais wne partie de ces liaisons disulfures ont tendance & se rcformer lorsque

la laine " bisulfitée " cst plongée dans 1l'eau.

2) Une fraction (c+D) bcaucoup moins réactive : cllc réagit avec
des solutions chaudes pour domner d'une fagon irrévcrsiblc des produits de

décomposition de la cystine, - vraisemblablement l'acide o -aminoacrylique.

(+) On peut ‘faire remarquer que si PHILLIPS ne retrouve pas la quantité théo-
rique ‘d'acide pyruvique qui devrait apparaftre d'aprés les réactions 3,

4 ot 5, c'est que cet acide doit se décomposer en grande partic, lors de 1'hy-

drolysc de la laine qui précede le dosage.
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Dans toute la suite de leur expérimentation, PHILLIPS ct ses colla=
borateurs sc sont fondés sur ce critére trés simple, - la réactivité & froid
de 1o fraction ( A+B ) avee le bisulfite de sodium, - pour recomnaitre quelle
est la fraction de la cystine qui réagit avec les différents réactifs : alca-

lis, formol, acide thioglycolique.

Quant aux sous-fractions, = qui sont d'aillcurs moins ncttement
définies, puisque lc rapport des sous-fractions A et B peut varier - , elles

sont classées de la fagon suivante :

1) Lo sous-fraction A est colle qui donne avecec lec bisulfite de
sodium froid des groupcments - SH et - S- S03Na qui, dans l'cau, Peforment
des liaisons disulfures.

2) La sous-fraction B est celle qui donne des groupements - SH ct
- S—SOBNa stables dans 1'eau.

3) La sous-fraction C ne réagit pas avec le bisulfite,

4) La sous-fraction D sc décompose dans lc bisulfitc concentré ot

chaud.

T T e e T e vttt et

Cette étude présente un intérét particulier, étant domné les nombreux
traitement industriels de la laine qui s'effectuent en milieu alcalin; aussi,
PHILLIPS et ses collaborateurs ont étudié systématiquement 1'action de solu=-
tions bouillantes de tampons de différents pH ( 7 & 10) et de solutions froi-
des de soude ( N/10, W/100 ) sur la laine ( CUTHBERTSON et PHILLIPS, 1945)
(103), (LINDLEY et PHILLIPS, 1945 ) (104).

Ils sont arrivés & la conclusion suivante : sous 1l'influence des
alcalis, la fraction ( A + B) de la cystine se transforme en lanthionine, et

la fraction (C+D) en acide § -aminoacrylique ( réaction 7).
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NH NH
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; y o CIH ~CHp~ S = CHy =~ C\H + S
NH NH (P co co
{ \ i
F s (Bl »8 ~0Hs =
CH - CH CHy ~CH < P ; |
co co *oo NE .+ _  NE
i \ < i
0 =CHy + CHo=C  + HoS + S
| i
co o
I
REACTION - 7

Les sous-fractions A et D se distinguent des sous~fractions B et C

par une plus forte réactivité.

La présence de lanthionine dans la laine traitée par les alcalis est
un fait bien établi expérimentalement; HORN, JONES et RINGEL (1941) (105) ont
en effet isolé cet amino-acide, de 1l'hydrolysat chlorhydrique d'une laine qui
avait subi l'action d'une solution bouillante de carbonatec de sodium,
CUTHBERTSON et PHILLIPS, en utilisant la méme méthode, ont pu isolel la lan=-
thionine & partir d'une laine qui avait été bouillie dans une solution de tres
faible alcalinité ( pH 8 ).

L'évaluation de la proportion de cystine ( 50 % ) capable d'&tre trans-
Tormée en lanthionine, résulte d'une analyse complete du soufre sous ses dif=-

férentes formes, dans les laines traitées et dans la laine non traitée,

Le soufre de la lanthionine s'obtient en effet on soustrayant du sou=-
fre total lc soufre thiol, le soufre disulfure, le soufre de la méthioninc,

et lc soufre oxydable par lc brome.

Lorsqu'on soumet la laine a des traitement alcalins de plus on plus
séveres, et que, par conséquent, la quantité de lanthionine dans la laine aug-
mente, on peut montrer que la quantité de cystine capable dc réagir avec le
bisulfite de sedium froid diminue progressivement : ceci démontre que la cys-
tinc transformable cn lanthionine est bicn la méme que celle qui agit avec

lc bisulfite, c'est-a-dire la fraction ( A + B ),

Puisque, sous 1l'influence des alcalis, la laine peut perdre ume quan-

tité de soufre supéricure & la quantité de soufre de la lanthionine apparue
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ct que les hydrolysats dc laines traitées contienncnt jusqu'a 1,54 % d'acide
pyruvique (réaction 5), PHILLIPS suppose que la fraction (c+D) dec la cystine

sc transforme cn acide { =-aminoacrylique (+).

BERGMANN ot STATHER (1926) (106) ont d'aillcurs trouvé que.le dian-
hydride de la dialanylcystine, traité par les alcalis, donnait de 1l'acide
# -—aminoacrylique. Il n'a cependant jamais été possible de transformer un
dérivé simple de la cystine en lanthionine sous 1l'influence des alcalis, ce
qui montre guc les liaisons disulfures de la laine peuvent réagir d'uhc ma-

nidre trés différente des liaisons disulfures de l'amino-acide lui-méme.

T I VT e - — —— e T — — o -

Les liaisons disulfures de la cystine de la laine sont presque quan-
titativement transformées en lanthionine, par traitement avec unc solution &
1 % de cyanurc dec potassium ( durée 16h , températurc 66°C), CUTHBERTSON ct
PHILLIPS (1945) (108) ont proposé lc mécanisme suivant ( réaction 8).

1 \ 1 i

NH NF Nﬁ NH
i )
OH ~CHp= § = 8- CHp ~CH + KON ——y CH- CHp- SK + NCS <CHp = CH  —
! l}
co co co (010)
1 { { {
{ i i
EH NH %H TH
l i
KNCS + OH - CHp- SH + Qlp= C ———p CH - CHp= 5 - CHy ~ CH
1 - {
co qo co Cp
! |
REACTION - 8

(+) Dernidrement, BLACKBURN ot LEE (1956) (107) ont trouvé que dans la leine
traitée A 1'ébullition par des tampons alcalins, il y a, en plus d'une
destruction appréciable de la cystine, une légére destruction de la sérinc ot

de la thréonine. L'acide pyruvique, trouvé dans les hydrolysats dc laines’
traitées par lcs alcalis, pourrait donc provenir de la décomposition de 1'a-
cide «f =aminoacrylique formé par l'action des alcalis sur la sérine,
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Toutes les liaisons disulfures peuvent donc &tre transformées en
liaisons thioéthers par le cyenure de potassium, alors quc la moitié seulement

réagit de cctte fagon avec les alcalis,

" — S — — T o T e e

La cystine de la laine ne réagit pas avec des solutions de formol &
température ordinaire. Au contrairc, quand la laine est traitée & 70° ¢ avec
des solutions de formol de pH 5 & 7, elle nc donne plus, ensuite, avec le bi-
sulfite de sodium froid des groupements - SH et - S5-S03Na stables vis-a-vis
de 1'cau : MIDDLEBROOK ot PHILLIPS (1942) (109) en déduisent que.clest la
sous-fraction B de la cystine qui a réagk avec le formol, Dans 1'hydrolyse
chlorhydrique de la laine formolée, ils ont mis en évidence par chromatogra-

phie sur papier 1l'acide thiazolidine-4-carboxyliquec.

HOOC - HC NH

HoC h\\_‘/_i CHo
S
Ces auteurs proposent donc le mécanisme suivant pour expliquer 1'ac-

tion du formol sur la cystine de la lainc ( réaction 9),

R
: N;I 1\; CH 7
NH - :
, | HCHO ; - > 8 + HOS ~Cilp ~CH
- = S Qo - -
CH - CHp S- CHz = CH ——— CH - C o

GO : cO co !
| l [

REACTION = 9

La réaction du formol avec la sous-fraction B cst d'aillcurs réver-
sible : en effet, si 1'on fait bouillir la lainec formolée avec une solution
d'acide phosphorique, on retrouve la méme quantité dc soufre disulfure que

dans la laine non traitée par le formol,
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NIDDLEBROOK ct PHILLIPS (1947) (110) ont également étudié 1'action de
solutions bouillentes de formol, & différents pH, sur la cystinc de la laine.
Pour des valeurs de pH de 1, 6, 7 ot 10, la sous-fraction B réagit en donnant
de 1'acide thiazolidine-4-carboxylique (réaction 9), tandis que la sous-fraction

A ne réagit qu'a pH 10 ot donne de la lanthionine (+).

Les solutions alcalines de thioglycolatc réduiscnt les liaisons disul-
furcs ct dibssolvent partiellement la laine ( GODDARD ot MICHAELIS,1934) (111),
tandis que des solutions d'acide thioglycolique provoquent simplement une ré-
duction particllc de la cystine. MIDDLEBROOK ot PHILLIPS (1942) (112) ont
montré qu'une laine traitée par unc solution moléculaire d'acide thioglycolique
(& plI 4,5 ot 35°) contenait 1,80 % de soufre thiol ot que cobtc lainc réduibe
nc réagissait plus avec des solutions froides de bisulfite de sodium : la
fraction facilement réductible par l'acide thioglycolique est donc la fraction
( A%B).

Aprés réduction de la fraction (A + B) par llacide thioglycolique
(réaction 10), les groupements thiols apparus peuvent réagir avec le formol

ou le dibromométhane (++)

Avec le formol, la sous-fraction A est transformée cn acide djenko-
lique combiné ( réaction 11) et la sous=fraction B en acide thiazolidine-4-
carboxylique combiné (rdaction 12), Au contraite avec le dibromeeétiane .,

seule la sous-fraction A réagit (rdaction 11).

(+) En dehors de son action sur les liaisons disulfures, le formol peut réagir
avec d'autres groupements de la protéine (voir plus loin),

(++) PATTERSON et HARRIS, GEIGER et HARRIS (1941,1942) (113) ont montré qu'en

traitant une laine réduite par le thioglycolate, avec des dérivés o , .
) =dihalogénés, on pouvait remplacer les lisisons disulfures par dlautres
liaisons plus stables (rdaction 13).

\ A } i

NH NH N'H N‘H
| {
CH~CHp~SH + Br-CHp~CHp—Br + HS-CHp~CH ——  CH-CHp~S~CH,~CHy-5~CH,~CH
{ |
Cco (610 co co
| ) i i
REACTION - 13

Les laines ainsi modifiées, sont plus résistantes que la lainc non traitée
vis-a-vis de réactifs chimiques, notamment les alcalis, les réducteurs ct les
oxydants : par ailleurs, elles sont attagquées beaucoup moins facilcment par
les microorganismes ct les mites.
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REACTION -11

Ha 1 CHO T =0 5480
OH - Cfip- 60 oy CH - CHp
| |

co co
| |

REACTION -12

Ltacide djenkolique et ltacide thiazolidine-4-carboxyliquc ont été
identifiés, par chromatographie sur papier, dans les hydrolysats de laines
réduites par l'acide thioglycolique et traitées cnsuite par lc formol ou lc

dibromométhanc (CONSDEN, GORDON, MARTIN,1946) (114).

La fraction ( C+D) cst réduite beaucoup plus lentement & pH 4,5 par
1'acide thioglycolique, mais apres réduction cette fraction nc réagit pas

avec le formol ou le dibromométhanc.,

2) Les reisons de la réactivité variable des liaisons disulfurcs de la laine.

La longuc sériec des travaux de PHILLIPS ct de scs collaborateurs
montrc donc que la cystine de la lainc pout &tre classéc en deux fractions
principales, qui, non sculcment ne réagissent pas avec la méme vitesse, mais
encorc conment naissance & des composés différents, sous llaction d'un méme

réactif.
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Pour cssaycr d'cxpliquer ceci, PHILLIPS - arguant de résultats cxpé-
rimcntaui, par ailleurs assez peu convaincants- , a émis lthypothése quec cet=-
te réactivité variable dépendait de la nature des chafnecs latérales qui cnvi-
ronncnt les liaisons disulfures : la fraction (A+B), la plus réactive, scrait
au voisinage de chafnes latérales polaires, tandis que la fraction (C+D) se—

rait cnvironnée par des chafnes latéralcs non polaires,

Derni®rement, FARNWORTH (1955) (115) a réexaminé certains points du

travail de PHILLIPS, ct montré quc 1l'hypothese précédentc était insoutenable,

FARNWORTH o d'!abord montré quec la classification de la cystinc en
deux fractions ncttement différentes n'est pas aussi nette que le croit PHIL-
LIPS: on peut cn effct amencr la fraction (C+D) a réagir de la méme fagon que
la fraction (A+B). Ainsi, si 1'on réduit la fraction (A+B) par lc bisulfitc de
sodium froid, et quc l'on méthyle cnsuite lcs groupcments thiols apparus, pour
rendre impossiblc le reformation des liaisons disulfures, la fraction C+D cst
alors dgalement réductivle par lc bisulfite de sodium froid ct domne naissance
& des groupcments -SH ct -S-S0zNa (réaction 3), et non pas & de ltacide o —
aminoacrylique ( réaction 4). Au contrairec, si 1l'on transforme la cystine de
la fraction (A+B) cn acide djenkolique ( réaction 11) par réduction suivie de
repontage avec CH212 , la fraction (C+D) deviont alors moins réactive que dans

la laine non traitée.

Pour étudicr 1'influence que les groupcments poleires pourraicnt
éventucllement cxcrcer sur la réactivité des liaisons disulfures, FARNWORTH
a traité la lainc avee de 1l'isocyanate de phénylc, qui bloquec & la fois . les
groupcments basiques ot les groupements acides des chaines latérnles : 1l'en-
semble des liaisons disulfurcs d'une lainc ainsi traitéc nc sont plus réducti-
bles par le bisulfite de sodium et ne donnent pas de lanthioninc avec les al-
calis., Ceci montre bien que l'environnement de la fraction (A+B) par des chai-
nes polaires, ct celui de la fraction (c+D) par des chafncs non polaires,
n'cst .pas la causec de la réactivité variable constatée pour ces deux fractions,
car s'il en était bion oinsi, le blocage des groupements polaircs par llisocya=
nate de phényle ne devrait pas influcncer la réactivité de la fraction (c+D),
ce qui n'est pas le cas, puisque les deux fractions devienncnt toutes deux

non réactives. Cc dernicr point suggered FARTIQRTI une sutre hypothdése :
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la cystine de la fraction (A+B) pourrait &tre combinéec & des amino-acides &
chaines latérales nc provoquant qu'un faible encombrement stérique, tandis

que cclle de la fraction (C+D) scrait au contrairc au voisinage d'amino-acides
dont les chafnes latérales provoguent un cncombrement stérique i..portant., Cet-
te hypothése permet dlexpliquer les différences de réactivité entre les deux
fractions; elle n'opporte cependant aucune explication au fait que les deux
fractions peuvent réagir suivant des mécanismes différents pour donner des pro-
duits de décomposition différents. Ceci oméne donc FARNWORTH & reprendre une
hypotheése, = souvent dmise,- qu'une partie de la cystine de la laine au lieu

de ponter deux chafnes polypeptidique, pourrait donner des liaisons intrapep-
tidiques, comme celles gui ont été mises récemment en évidence dons l'ocytocine,

la vasopressine et 1l'insuline,

R

\

~NH~CH~(0-( -NH-CH-CO-), -~NH-CH-CO-
i |
CH2 S S CHp

On ne dispose.cependant, & 1l'heure actuelle, d'aucun argument pour ou contre

1'existence dlne telle structure dans la laine.

3) Les travaux d'ALEXANDER : Réaction de la cystine de la laine avec des agents

d'oxydation.

De nombreuses éiules techniques, ayant trait & l'action des oxydants sur la
loine,ont été entreprises en raison de l'importance industrielle de 1l'opération
dc bbanchiment; par aillcurs une modification de la surface écaillcuse de la
fibre sous 1l'influence de certains agents dlozxydation la rend infeutrable, et

cette qualité est trés recherchée pour certoins articles textiles,

ALEXANDER et ses colleborateurs ont étudié en détail la réactivité
dc la cystine ( également de la tyrosine) vis-a-vis du chlore, de 1l'acide hypo-
chlorcux, des hypochlorites alcalins, du permanganate et de llacide peracéti-
que. ( ALFEEKANDER, HUDSON ot FOX, 1950 ) (116), (ALEXANDER, GOUGH ¢t HUDSON,1951)
(117), (ALEXANDER ot GOUGH , 1951) (118),( ALEXANDER, FOX et HUDSON, 1951) (119)
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Lt'ensemble de leur expérimentation peut se résumer ainsi : unc solution
d'acide peracétique & 1,6 % oxyde, en 24 heures, & la tempéroturc ordinaire,
foute la cystine de la laine; apres hydrolyse acide dec la fibrc oxydée, on
retrouve dans 1'hydrolysat toute la cystine sous forme d'acide cystéique (+).
EARLAND et KWIGHT (1955) (120) ont montré que la lainc, oxydée par llacide
poracétique, ne donne pas de scl d'ammonium dans lecs conditions ol normalement
1'acide cystéique donne un tcl scl; ces auteurs pensont, on conséguence, que

la laine oxydée conticnt des liaisons salines trés fortes du type (SO3‘...NH3+),
formées par action des groupements sulfoniques sur les groupcments aminés li-

bres. WESTON (1955) (122) arrive aux mlmes conclusions par 1'étude du spectre

infra-rouge de la lainc oxydée.

- Par ailleurs, ALEXANDER a montré quc la cystine de la lainc pouvait
8tre divisée en deux frauctions, de rdéactivité différonte vis-a-vis deos agents

d'oxydation.,

En effet, si 1'acide peracétique oxyde toute la cystine de la laine, il
y cna75% qui sont oxydds en 2 heurcs, tandis que les dernicrs 25 % nc sont
oxydés que trés lentenent (24 hources); de méme, le chlore libre, 1'acide hypo-
chlorcux, pcuvent . oxyder toute la cystinc si 1l'on amploic suffisamment de réac-"
tif, tandis quc 1'anion hypochloreux ( ClONa & pH 10) ct les solutions acides

dc permanganatc cn oxydent au maximum 25 %.

Les doux fractions de réactivité différente, qulALEXANDER mct on 4vi-
dence a 1l'aide des agents oxydation, ne scmbloent cependant pas avoir de rela-
tion avec les sous=fractions de PHILLIPS ( voir plus haut) : ainsi, si lton
transforme la cystine de la fraction (A+B) de PHILLIPS cn lanthioninec, par
action d'un alcali, la cystinc restante réagit de la méme fagon, avec lc chlore
ct 1'hypochlorite, que la cystine d'unc laine intacte. I1 n'y a pas d'cxplica=-

tion satisfaisante dec ce phénoméne, ALEXANDER supposc que ccttc réactivité

(+) SCHIRLE et MEYBECK (1951) (121) ont montré quc lc chloritc de sodium
oxydait la cystinc de la lainc on acide cystéique.
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différente vis-a-vis des agents dloxydation pourrait 8trc due 2 1'hétérogénéi-
té chimique de la fibre de laine: la fraction la plus réactive dec la cystine
scrait celle du ciment intcrcellulaire formé d'unc " protéinc " de faible
poids moléculaire ct la fraction la moins rdactive apparticndrait & des " pro-

téincs " de haut poids moléculairc.

4) Conclusion.

Le probleme de le répartition de la cystinec dans la laine pose
donc un probleme qui cst loin d'étre résolu, Il cst certain quc les liaisons
disulfurcs de cet omino-acide jouent .un rdle primordial dans la structure ma-
cromoléculaire de la protéine, ot qu'clles conditionnont, pour unc trés large
part, les propriétés physico-méconiques de la fibre, Il cst évident que toutes
les liaisons disulfurcs n'ont pas la méme réactivité, mais lcs raisons de ce
phénoméne sont, & l'heurc actuclle, purcment spéculatives. Sculs, 1'isoloment
et la détcrmination de la structurc de peptides & cystine d'unc longucur dec

chafne suffisomment grande, pourra permcttre de sc fairc unc idée sur les rai=-

sons de la réactivité variable de la cystine de la lainc,
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F- La réactivité des groupements polaires.

1) Réactivitéd des groupements carboxyligues.

Les groupements carboxyliques libres appartiennent soit aux chaines
latérales de 1'acide aspartique et de l'acide glutamique, soit 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 et PHILLIPS (1941) (123) ont étudié la méthylation
de la laine par le sulfate de méthyle et le bromure de méthyle., Des traitements
répétés au sulfate de méthyle permettent d'introduire dans la laine un nombre
de groupements méthyles supérieur au nombre de groupements carboxyliques libres;
aussi les auteurs émettent-ils 1'hypothdése qu'il y a également méthylation de
certaines liaisons peptidiques énolisées., BLACKBURN et LINDLEY (1948) (124)
ont méthylé la laine suivant la technique de FRAENKEL-CONRAT et OLCOTT (1945)
(125) : ils arrivent & estérifier 60 % des groupements carboxyliques libres,
en traitant la laine par du méthanol anhydre contenant des traces d'un acide
minéral. Cette réaction a été étudiée avec plus de détails par ALEXANDER,
CARTER, EARLAND et FORD (1951) (126) : la réaction est compléte en 6 heures
4 65°C, et il n'y a aucune hydrolyse des liaisons peptidiques ou amides au
cours de 1l'estérification; le nombre de groupements carboxyliques estérifia-
bles diminue avec 1'augmentation du poids moléculaire de 1l'alcool utilisé,

Ces auteurs ont utilisé également les époxydes pour estérifier la laine, sui-
vant la technique de FRAENKEL-CONRAT (1944) (127); seule 1'épichlorhydrine

est capable d'estérifier, dans ces conditions, 50 % des groupements carboxy-
liques de la laine; mais les hydroxyles tyrosiniques et les groupements aminés
réagissent également avec 1'épichlorhydrine, les autres époxydes essayés sont

pratiquement inactifs.

Les laines estérifides ont une affinité tres nettement augmentée
pour les colorants acides en milieu neutre et une affinité tres diminuée pour
les colorants basiques; ces faits sont en accord avec les idées généralement
admises sur le mécanisme de l'absorption des colorants acides par la laine

( ALEXANDER et Coll. , 1951 ) (128).



2) Réactivité des groupements aminés.

Les groupements basiques de la laine appartienncnt aux amino-acides
N-terminaux des chaines polypeptidiques, et aux chafnes latérales de la lysine,
de 1'arginine et de 1'histidine. Ces groupements sont généralement assez réac—
tifs, ct par action de divers réactifs chimiques on peut modifier chimiquement

la laine.

On peut rappeler ici la dinitrophénylation de la laine étudiée par
BLACTBURN (1950) (129) et NIDDLEBROOK (1951) (130). ZAHNW ot Wikz (1955) (131)
ont montré que des laines dinitrophénylées sont beaucoup plus résistantes que

des laines non traitées & 1l'attaque par des microorganismes,

SILVA, STEVENS et WHE'ELL (1955) (132) ont étudié 1ltaction de 1l'acide
bromacétique sur la laine, et ont conclu que les bromacétates réagissent avec
les groupes amines de la leine; on introduit ainsi des groupements carboxyli-
ques supplémentaircs dans la fibre : les laines traitécs de cctte fagon ont

beaucoup moins d'affinité que les laines normales pour les colorants acides.

Mc PHEE ot LIPSON (1954) (133) ont traité la laine par des. solutions
temponnées d'aldéhydes « =éthyléniques, tel quec ltacroldine, 1l'aldéhyde cro-
tonigue, ctc., ils pensent quc la réaction peut se schématiser ainsi (réaction

14).

R-NHp ++ ¢ CquzCH—CHO » R-NH -CHOH - CH=CH,
REACTION -14

Enfin, d'aprés JOHNSON (1953) (134), il se produirait une réaction
de IANNICH (135) avec les groupements <& ~-NH2 de la lysine, lorsqu'on traite

la laine par une solution de formol et de phénols. (réaction 15).

( voir page suivante )
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] OH t OH
co. AL ¢ 'O A
i H ’ i H ;
Ci- (CHp)4 -NH2 + E-CHO + | | —— cH-(CHp) 4-NE-CHp - /’%,) + Ho0
| S i %
i {
e CHz T CHz

REACTION -15

b) Acylation.

L'acylation de la laine, qui transforme les groupements aminés en
groupcments amidés non ionisables, a fait 1'objet de plusicurs études, car
elle permet de préparer des laines qui nc se teignent plus par les colorants
acides. Les Btablisscments KUHIMANN en France ( Brevet Frangais n® 550,0%3,
11 Avril 1922) et 1'I.G. FARBEN ( British Intelligonce Objective Sub, Committee
report n® 1472, H.M Stationary Office, 1947 ) ont mis sur le marché des laines
acétylées. Leur procédé consistc cssentiellement & traiter la laine anhydre,
a la température de 55°C, par un mélange d'anhydride acétique, d'acide acéti~

aue, d'acide sulfurique et d'une amine tertiaire (pyridine ou diméthylaniline).

ALEXANDER, HUDSON ot FOX (1950) (136) ont montré que, dans ces condi-
tions, on pouveit acétyler plus'‘de 90 % des groupcments aminés de la laine sans
provoquer une altdration des ponts disulfures. LINDLEY et PHILLIPS (1947) (137)
ont trouvé quc llanhydride acétique seul, & 1'ébullition, acétyle tous les
groupcments aminés terminaux et ceux de la lysine et de l'arginine, mais la

fibre cst assoz nettement altérée par ce traitement.

RATH, MEYER ot BIERLING (1952) (138) réduisent 1'affinité de la fibre
pour les colorants acides cn la traitant par le sous—-oxydc de carbone (0302);
ils pensent gqu'il se produit une malonylation des groupements basiques
( -NH-CO-CHp-COCH ), mais que si 1'on prolonge le traitcment, il y a création
de ponts du type -NH-GO0-CHy-CO-NH-.

FARNWORTH (1955) (139) a montré que la laine traitée par 1'isocyanate
dc phényle, suivant la technique de FRAENKEL-CONRAT (1945) (140), était remar-
quablement inerte du point de vue chimique. ( voir plus haut : réactivité des

liaisons disulfurcs ).
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SPEAKMAN (1936) (141), RUTHERFORD, HARRIS ot SMITH (1937) (142) ont
trouvé qu'un grand nombre de groupements aminés dans la laine pouvaient &tre
éliminés par la réaction avec l'acide nitreux, si 1l'on prolongeait le traite-
ment pendant 6 jours; mais, dans ces conditions, il y a oxydation des liaisons
disulfures. COCKBURN, DRUCKER et LINDLEY (1948) (143) ont montré qu'il y avait,

en outre, destruction de la tyrosine au cours de ce traitement.

%) Réactivité des hydroxyamino-acides.

Les groupements hydroxyles de la laine appartiennent & la sérine, &

la thréonine, & 1'hydroxylysine, ot & la tyrosine (OH phénolique).

La réactivité des hydroxyles alcooliques a été peu étudiée : REITZ,
TERREL, FRAFNKEL-CONRAT ot OLCOTT (1946) (144) ont montré que 1'acide sulfuri-
qgue & 0°C pouvait sulfoner la sérinc d'un certain nombre de protéincs, y com-

pris la laine.

Au contraire, la tyrosine est tres réactive, et ¢llc conditionne,

pour une bonne part, lcs propriétés chimiques de la fibre,

La tyrosine de la laine pecut &tre méthylée par le diazométhane
( RUTHERFORD, PATTERSON ot HARRIS 1940) (145), ZAHN ot WORLER (1950) -146)

arrivent & nitrer toute la tyrosine par action de l'acide nitrique & 70°C,

ALEXANDER ot GOUGH (1951) (147) ont montré quc cet amino-acide pouvait,
comme la cystine, &trc divisé cn deux fractions de réactivité différente vise-
a-vis deg agents dloxydation : l'hypochlorite de sodium ct lc permanganatc de
potassium, en milicu acide, n'oxydent que 30 % de la tyrosinc de la fibre,
tandis que des agents d'oxydation plus puissants, lc chlorc ct lc permanganate
alcalin, oxydent la totalité. Ces autecurs pensent que la fraction la plus réac-

tive appartient & des polypeptides de faible poids moléculaire,

En traitant la laine par une solution alcoolique d'iode (72 heures &
2200), on transforme 96 % de la tyrosine en 3 ,5=diiodotyrosine (RICHARDS ot
SPEARIAN 1953 ) (148).
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4) Formation de nouvelles liaisons transversales.

Les ponts disulfures .entre les chafnes polypeptidiques sont responsa-
bles, en grande partie, de l'insolubilité de la laine dans les solvants polai-
res, de son gonflement 1limité dans 1l'eau, et de sa résistance mécanique rela-
tivement élevée & 1'état humide, L'introduction, dans la molécule, de nouvel-
les liaisons transversales, pour augmenter les qualités textiles de la fibre,
présente donc un intérét pratique considérable, En vue de réaliser.ceci, un
grand nombre de réactifs ont été essayés. BEn général les auteurs n'ont pas dé-
terminé la nature et le nombre de .groupements polaires de la protéine. qui réa-
gissent, mais se sont contentéds d'étudier les variations dlun certain nombre
de propriétés des fibres : résistance & la traction, élasticité, solubilité
dans la soude (test de HARRIS voir 2&me partie, chapitre 11),supercontraction

(+), résistance aux microorganismes, augmentation de poids des fibres,

Ltaction du formol sur les protéines a fait 1'objet de nombreuses
recherches, La nature des groupements polaires qui peuvent réagir a été &tu-
diée avec beaucoup de détails par FRAENKEL-CONRAT et ses collaoborateurs (1945)
(149): ceux—ci ont montré que le formol peut réagir avec les groupements amine,

amide, guanidyle, indol et phénol, et réduire les liaisons disylfures,

Les liaisons transversales peuvent s'établir entre les groupements

amines et amides d'apres la réaction suivante ( réaction 16).

R-NHy + HCHO 3 R-NH-CHpOH

> R=NH-CHp-NH-CO-R'

<

R-NH-CHoOH  + HoN-0C - R!

REACTION -16

(+) Certains réactifs, tels que le bisulfite de sodium concentré & 100°C,

provoquent la contraction de la fibre en longueur; ce phénomene, appelé
supercontraction, ne se produit pas si 1l'on a introduit dens la molécule de
nouvelles liaisons transversales,
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IIIDDLEBROOK (1949) (150) a montré qu'en milieu acide (pH 1 & 2) et &
100°C, la laine se combine avec le formol; par ébullition de la laine formolée
dans wne solution d'acide phosphorique 0,1 M , on détruit la combinaison for=
mée; seule, une petite quantité de formol (1,17 % ) reste irréversiblement
combinée avec la protéine., MIDDLEBROOK émet 1'hypothese que le formol forme
des liaisons transversales entre les groupements amides de la glutamine et

les groupements guanidyles de l'arginine.

Plus récemment, ALEXANDER ct Coll. (1951) (151) ont montré qutune
petite quantité de formol se combine irréversiblement avec la laine & 60°C
en milieu neutre. La teneur en tyrosine de la laine formolée diminue; aussi,
ALEXANDER pense que le formol crée des liaisons transversales, par unc réac-

tion de MANNICH (152), entre la lysine et la tyrosine, d'apres la réaction 17,

i

i
NH $H
; S—

CH - CHp _<f. »__\\\>-OH + HCHO + HoN - (CHp )4 -?H ST,
(010) co
! 1

]

NH 7

l e S

CH = - / \\\._OH i

b s ) >/ Nﬁ

C AR

i CHy - NH - (CHy)4 ~CH
co

|

REACTION - 17

De nombreux agents d'alkylation bifonctiennels ont été essayés sur la
laine. On pout citer entre autres les travaux de KIRST (1947) (153), qui uti-
lise notamment : les éthers chlorométhyliques ( C1 - CHp -0 - CHy - C1), lo
1,3- -bis-chlorométhyl)- 4,6-dyméthylbenzéne

=
Ua

MCHg

ct la p. bromo-w ~bromacétophénone. Br ;/—CO-CHZ Br
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ZAHN ot WURZ (1955) (154) cmploient le 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzéne

NO»
F& D N0,

e
F

ot la 4,4'=difluoro~-3,3 '=dinitrodiphénylsulfone.

NO0o

<i ;’*.ﬁ 30o _q(

\ o

Ils obtiennent ainsi des laines tres résistantes aux agents microbiologiques.
ALEXANDER, FOX, SMITH et STACEY (1952) (155) wutilisent des polyéthyléne-

imincs, tels que

CH, CH,
ST VH - (CH,)g = NH-CO N’/l

b oHm PO IR = AR = TR=CON
CHp ~ CHy

Jusqu'ad présent, ces essals ne semblent pas avoir été suivis de
réalisations industrielles, mais on peut espérer que, dans un avenir proche,
la laine, outre ses nombreuscs qualités naturelles, sera dotée de nouvelles

propriétés qui feront d'eclle une fibre "irremplacable ",
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G - La structure stéréochimique de la Kératine (+)°

Ce qui précede montre que la détermination de la structure chimique
de la laine est un probléme extrémement complexe, Pour &tre résolu, il deman—
de que 1'on trouve des méthodes qui permettent d'extroire de la fibre, sans
les altérer, des protéines pures, et que 1l'on détermine ensuite la séquence

des amino-acides dons les différentes chafnes polypeptidiques,

Cette structure chimique une fois établie, il reste & déterminer
1l'arrangement spatial des atomes, c'est-ii-dire les distonces interatomiques
et les angles des liaisons de valence. Ce probléme de la structure stéréochi-
mique des protéines peut néanmoins &tre abordé partiellement, sans qu'il soit
nécessaire de connaftre la séquence des amino-acides dans les chalnes, grice

a 1'étude des clichés de diffraction qu'elles donnent aux rayons X.

Depuis 1931, ASTBURY et ses collaborateurs (156 & 16%) se sont atta-
chés a établir la structure stéréochimique des protéines fibreuses et celle
de la laine en particulier. Ils ont montré notamment que la fibre de laine
pouvait donner aux rayons X deux diagrammes de diffraction différents, Le pre-
mier, qui correspond & 1'el -kératine, est fourni par unc laine qui n'a subi
aucun étirement; le second correspond & la g -kératine, on 1l'obtient lorsqu'on
allonge la fibre de plus de 50 % de sa longueur primitive : ces deux formes

sont considérées comme des " stéréoisomeres mécaniques ",

\

On peut passer de la forme = a la forme A et inversement, en allon=
geant lentement la fibre dans 1l'eau puis en relachant la tension ainsi appli-
quée. Jusqu'a 20 % d'extension, le cliché de diffraction donné par la fibre
reste inchangéd (& -kératine) ; si 1'allongement dépasse 20 % (++) 1a photo-
graphie originale commence & se modifier et les changcments deviennent nette-
ment apparents lorsque l'allongenent est de 1'ordre de 35 %, ils atteignent
leur maximum pourun ollongement de 70 %, on obtient alors un diagromme typique
de/g -kérotine. En opérant dans la vapeur ou dans les solutions alcalines on

peut obtenir un allongement de 100 % ( 1a fibre a doublé de longueur).

(+) L'exposé détaillé de cette question sort du cadre de ce travail; nous nous
sommes contentés de la résumer briévement, ‘
Pour de plus amples renseignements nous renvoyons 3 1ltouvrage suivant s
Thée Protéins, Volume 1, Partie 4, Chapitre 4. (4, NEURATH et K. BAILEY
éditeurs) -Academic Press Inc. New-York, .

(++) Pour obtenir des allongements dépassant 20 %, il faut opérer dans 1l'eau,
sinon on observe une rupture de la fibre.
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1) La_structure de la £ -kératine.

Le diagramme de diffraction des rayons X de la g ~kératine montre
qu'il y a un motif d'une longueur de 3,3 X , qui se répete tout le long de
llaxe de la fibre, ct deux réflexions treés nettes perpendiculaires & 1'axe
1'une égale & 9,8 R - comne dans 1l'w =kératine - et une autre égale & 4,65 K

ct faisant un angle droit avec la premidre,

Ce diagramme cst typlquement un diagramme de fibre et il ressemble de

trés prés & celui quc donne la soie,

Le motif d'une longuecur de 3,3 X cst celui de " 1'épine dorsale "
des chafnes peptidiques ( voir figure 5) cette distance corrcspond & celle
d'unc chafne peptidique en état de presque complete extension, La distance
réticulaire de 4,65 3 correspond a la distance qui séparc les " épines dorsa—
les " des deux chafncs polypeptidiques, ces chafnes sont lidcs cntre elles par
des liaisons hydrogene qui s'établissent entre les groupements NH et CO voi-
sins.,

Les différentes chafnes polypeptidiques ainsi rassemblées forment des
" grilles ", les chafnes latérales des amino-acides sont situdes perpendicu~
lairencnt & ces " grilles ". La /5 -kératine serait ainsi formée par un ensem-
ble de "grilles" paralldles, distantes les unes des autres de 9,8 2 . (Dans
la soic, l'espacement des "grilles" n'est que de 4,5 & 6,1 K9 car les chafnes

latérales sont moins cncombrantes que dans la kératine).

2) La structure de 1'% -kdératine.

L'interprétation du diagramme de diffraction des rayons X donné par
1" o ~kératine, - c'est-a-dirc par la fibre non étirée -, est beaucoup plus
difficile.

La longucur du motif structural m'accorde avec un replicment des chaf-
nes polypeptidiques, et le passage de la forme of & la fonnefg s'explique

par le " dénlissage " des chafnes.

La forme exacte de ce "pli" n'est cependant pas encorc élucidée,
Pour ASTBURY et BELL (164) la structure de 1! ~kératine doit répondre

avz cing conditions suivantes :
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FIGURE -~ 5

Représentation schématique de la structure de la {3-kératine.

(1)-Schéma dtune "grille" formée par un assemblage compact de chafnes poly-
peptidiques et montrant les intervalles qui séparent les "épines dorsales"de
ces chafnes,- %2)-Vue en coupe de trois "grilles" paralldles, montront 1l'es-
pacement (9,8 A) produit par 1'encombrement dfi aux chafnes latérales, Lés
grilles peuvent &treirdunies entre elles par des liaisons disulfures.(D'apres
W.T Astbury et HeoJ. Woods, Phil.Trans.Roy.Soc.(London) A 232,333 (1933) ).
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Représentation schématique de 1% -kératine dl'apres Astbury.

Chaine latérale au
dessus du plan,

Chafne latérale au
dessous du plan,
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1°) Les plis doivent se répéter & une distance d'environ 5,1 . ,

20) L' "épine dorsale " d'unc chafne peptidique dans 1' X =kératine
doit avoir une longueur égale & environ la moitié de celle qu'elle a dans la
f “kératine ( cette condition permettrait d'expliquer 1'allongement de 100 %

que 1l'on peut faire subir & la fibre).

30) Comme le montrent les résultats expérimentaux, lo densité doit

rester la méme aprés allongement (soit 1,3).

40) Chaque pli doit contenir trois résidus d'amino-acides, En effect,
dans une chafne polypcptidique.en état de compldte extension, chague résidu
a une longucur de 3,5 3 , 11 s'ensuit que cette longucur doit &tre de 1,7 ﬁ
environ dans une chafne contractée & la moitié de sa longucur primitive; par

conséquent le nombre de résidus par pli cst de %4% =%,
]

50) Les chafnes latérales des amino-acides doivent sc placctr alterna=

tivement de chaque c8té du plan formé par ce pli.

Sur ces bascs, ASTBURY ct BELL . ont construit un modele de 1™ =kéra=
tinc qui respecte les distances interatomiques connucs pour les composés orga =

niques ( voir figure 6),

La représentation, donnée par ASTBURY pour 1!« -kératine, a été

tres controversée, ot d'autres formes de "pli" ont été proposdes,
H

3) La structurc cn hélice dc PAULING-COREY,

PAULING et COREY (165) ont déterminé avec une trés grande précision
lcs distances interatomiques et lcs angles des liaisons de valence dans la
chafne peptidique, ils on ont conclu que le modéle donné par ASTBURY pour

1% —kératine est incompatible avee leurs résultats,

Un caractere particuliérement important de la structurc de la chafne
peptidique cst la planéité du groupe amide; on effet lc groupc amide est hy-
bride de résonnance cntre les deux structures électroniques, ot la résonnonce

ne pcut st!établir quc dans le plan
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PAULING admet par ailleurs que dans 1'% -kératine et dans les poly-
peptides synthétiques, chaque groupe amide forme avec ses voisins le maximum
de liaisons hydrogene possibles, ¢t que ces groupes amides ont la configura-

tion " trans ",

4 partir de ces données, PAULING montre, & l'aide de modéles moldcu~
laires, que la seulc configuration stéréochimique possible pour wne chafne

polypeptidique sous forme de pli alpha est une hélice alpha,

L'hélice alpha a environ 3,60 résidus d'amino-acides par spire, soit
18 résidus en 5 tours., PAULING avait calculé que la pas de 1'hélicc devrait
8%rc de 5,4 K ; ce qui représente ung valcur de %f% = 1,5 K par résidu
dltamino-acide dans la direction dec l'axe de 1'hélice (+).

PERUTZ (166), en 1951, confirma ces vucs de PAULING, en montrant que
les polypeptides sunthétiques donnent aux rayons X une réflexion correspondant
& un motif d'une longucur de 1,5 K ; cette réflexion est maintenant reconnue

commc caractéristique d'un certain nombre de protéines du type X -kératinc,

La structure en hélice n'est cecpendant pas pleinement satisfaisante
dans le cas de 1' -kératine, notamment ellec n'explique pas la réflexion trés
caractéristique a 5,1 ﬁ donnée par les protéines de cc type, de plus la den-
sité de la kératinc est nettement plus élevée (1,3) que celle prévue par la

forme en hélice (1,15).

Pour surmonter ces difficultés PAULING et COREY ont pecrfectionnd lour
théorie: ils supposent quc la kératinc alpha scrait formée de cables & sept
brins (chafnes polypeptidiquos), composés de six hélices alpha enroulécs au=-
tour d'une hélice alpha centrale., Ces chbles & scpt brins scraicnt groupés en
faisceaux hexagonaux et les interstices laissés entre eux scraient racuplis

d'hélices alpha additionnelles,

Le probléme de la structure stérdéochimique de la kératine alpha cst
donc loin d'&trec rdésolu.

Ces études ont cependant cu jusqu'tad présent un immense intérét : celui
dec montrer la parenté de configuration stéréochimique cntre les polypcptides
synthétiques, la kératine de la laine, des cheveux, de la corne, lcs protéines

du muscle (myosine), le fibrinogéne du sang, et les flagclles bactériens,

(+) On peut se représcnter la chafne polypeptidique en hélice sous forme d'un
escalicr en spirale dont les marches figureraicnt les restes dlamino-acides;
le valeur de 1,5 A correspond alors & la hauteur de la marche dc l'escalicr,
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DEUXIEMNE PARTTIE

RESULTATS PERSONNELS

CHAPITRE I
TECHNIQUES EXPERTMENTALES

I) Matériel.

Les expériences sont effectudes sur une laine Mérinos 100-105 non
médullée, (diamdtre moyen 22 P ), lavée industriellement, mais dans des condi-
tions assez douces pour qu'il n'y ait pratiquement pas dlaltération chimique
de la fibre. Pour les expériences d'hydrolyse par des agents chimiques on
utilise un tissu 1léger; les hydrolyses enzymatiques sont réalisées sur du ru-
ban peigné.

La laine aprés ringage prolongé et séchage, est dégraissée pen-
dant 4 heures par 1'éther sulfurique dans un appareil de Soxhlet, L'humidité

est déterminée sur chaque échantillon, tous les résultats de dosage se rappor—

tent donc au poids de laine anhydre.

TI) Dosage de 1l!Azote.

I1 est effectué par microkjeldahl.,

IIT) Dosage du Soufre. thiol et disulfure.

Nous .avons utilisé la technique de SHINOHARA (1) 1égdrement modi-
fide, celle~ci n'étant d'ailleurs elle-m@me qu'une modification de la méthode
de FOLIN (2).

SPEAKMAN (3) a fait une étude critique de cette technique, mon-

trant qu'elle était excellente pour l'évaluation de la cystine dans la laine,
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mais beaucoup moins intéressante pour celle de la cystéine, qui peut &tre
partiellement détruite pendant le.traitement d'hydrolyse précéd?nt le dosage
lui-méme. Puisque la laine, qui n'a pas été soumise & un traitement réduc-
teur, ne contient que des traces de cystéine, nous avons adopté cette méthode,
nous contentant de doser la somme de la cystéine et de la cystine (Soufrc

thiol + Soufre disulfure ).

Principe.

. Le groupement thiol de la 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'apres la réaction:
2 B-SH + 2Py0gHg (W03)18 ——> B-5-S-R + Hp0 + [Po0gHg (W05 )1q), 205

L'intensité de la couleur bleue, qui peut &tre mesurée par wne des
méthodes colorimétriques habituelles, est alors proportionnelle & la quanti-
té présente de soufre thiol,

Lorsqu'on veut doser la cystine, on la fait réagir simultanément
avec du bisulfite de sodium et 1l'acide-18-phosphotungstique; il se produit

alors les réactions suivantes :
2 R-S-S-R + 2S03NaH ~——3 2 R-SH + 2 R-S-S03Na

2R-SH + 2 PyOgHg (W05)1g —* R-S-S-R + Hy0 + [P208H6 (105 )17J 5, V205

R = HOOC -CH-CHp -

|

Ces équations montrent qu'une mole de complexe coloré est formée
a partir de deux moles de cystine, mais une mole de cystine est formée 3
nouveau et cette derniere peut & son tour réagir avec le bisulfite de sodiumh
et 1'acide phopho-18~tungstique. Finalement, une mole de cystine donne une

mole de complexe coloré,

Lorsque 1l'hydrol ysat contient & la fois de la cystéine et de la
cystine, elles peuvent &tre dosées en utilisant le fait qu'une mole de thiol

donne une mole de complexe coloré en présence de bisulfite de sodium
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(voir réactions page précédente), tendis qu' une demi-mole seulement est for-

mée en l'absence de ce dernier,
On a par conséquent :
1) En présence de bisulfite de sodium
(complexe colord) = R-SH) +(R-S-S-R)
2) In 1'absence de bisulfite de sodium

(complexe coloré )= 1/2 (R-SH)

Pratiquement les hydrolysats de protéine contiennent des agents
réducteurs, autres que la cystéine, qui sont capables de développer une colo=-
ration bleur avec 1'acide-18-phosphotungstique; de plus, comme 1l'ont montré
KOLB et TORNNIS (4) le bisulfite de sodium lui-méme produit lentement cette
méme coloration cn présence du réactif; il est donc nécessaire d'effectuer
une correction, Celle-ci cst déterminée en.se basant sur le fait que la cys-

téine réagit avee le chlorure marcurique d'apres la réaction @

2 R-SH + Hg Cly —> R-S-Hig-5-R + 2 ClH

Ce mercaptide ne développant pas de coloration avec 1l'acide-18-
phosphotungstique, toute coloration formée est due & des agents réducteurs
étrangers. Il suffit donc d'effectuer simultanément deux essais : 1l'un,
appelé " Dblanc", en présence de chlorure mercurique, et 1llautre en 1l'absence
de ce réactif; en déduisant de 1'intensité de coloration de ce dernier celle
donnée par le ."blanc", il cst possible d!évaluer la somme cystéine-cystine

en présence d'autres réducteurs.

Réactifs.

I- Solution de référence de L-cystine (+) 5 x 1077 M.,dens C1H 0,2 N.

2- Tampon acétate.

Acétate de sodium cristallisé 357 g.
Soude en écailles 15 g.
sont dissous dans de 1'szu distillée., On améne & wn litre.,
10 m1 de cette solution tamponnent, au pH 5,1 , 10 m1 d'un hydro-
lysat chlorydrique 1 N.

(+) L-cystine de HOFFMANN-LAROCHE
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%— Solution de bisulfite de sodium 1 M,

Cette solution est faite avec du bisulfite de sodium 35° B, et
ajustée par dosage iodométrique.

LY

Sa conservation a l'abri de la lumidre est dtenviron un mois,

4~ Solution de chlorure mercurigue 0,I M,

5= Réactif phosphotungstigue.

L'acide phogpho--184ungstique a été préparé dlaprés les indications
de CRISTOL (5).

Dans un ballon de 1 litre muni d'un réfrigérant & reflux, dissoudre
& chaud 250 g de Pp0g Nag (WO3)2£_n.H20 -« dans 25 ml d'eau distillée et suf-
fisamment .de PO4H3 & 85 % pour neutraliser le .mélange, puis ajouter un exads
de POyHzd'environ 50 ml Porter doucement & 1'ébullition et maintenir celle-
ci pendant huit heures; le mélange prend une teinte foncée, due & la forma-
tion de dérivés d'oxydes inférieurs de tungsténe, Réoxyder par 5 ml d'eau de
bréme et concentrer la solution jaune obtenue jusqu'd consistance sirupeuse;
par refroidissement, la solution se sépare en une couche supérieurs claire,
renfermant 1'exces de PO4H3 et le phosphoduodécitungstate de sodium non trans—
formé, et en une couche jaune inférieure bientét en voie de cristallisation
correspondant au phepholutéotungstate de sodium., Apres refroidissement complet,
igoler les cristaux Jaunes par filtration sur entonnoir de porcelaine filtran-
te et les recristalliser dans le minimum d'eau. Le phospholutdotungstate de
sodium répond & la formule PoOglag (WO3)18 22 Ho0 et se présente sous forme
de cristaux Jjaune citron, trés solubles dans l'eau,

Nous avons utilisé comme réactif, une solution renfermant 0,35 mole

de W0z par litre soit 95 g. de phospholutéotungstate de sodium,

La conservation de cette solution est de plusieurs mois,

Mode opératoire.

I1 comporte 2 opérations distinctes

a) Hydrolyse de la protéine
b) Dosage du Soufre (thiol + disulﬁnre) sur l'hydrolysat pro-

téique.
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a) Hydrolyse de la protéine.

0,1 g de laine ou de protéine est hydrolysé durant 4 heures au ré-
frigérant & reflux ( joints rodés) par 20 ml, ClH BN, la solution est ensuite

étendue & 100 ml,

Lorsque le dosage est effectué sur des hydrolysats partiels de laine,
on détermine, par le dogage dtazote, la quantité d'hydrolysat qu'il faut préle-
ver pour qu'il contienne 100 milligrammes de protéine et on lui ajoute une
quantité calculée de C1H et d'eau pour obtenir finalement 20 ml de C1H 5N;

apres hydrolyse on compléte dgalement & 100 ml

b) Détermination du Soufre (thiol 4 disulfure).

On exécute paralléelement l'essai & blanc et le dosage proprement

dit.

Essai & blanc.

Dans une fiole Jaugde de 50 ml on introduit successivement et dans
1lordre
10 ml de Tampon acétate.
3 ml de solution de bisulfite de sodium,
10 ml d'hydrolysat a doser,

% ml de solution mercurique.

Apreés 4 minutes :

4 ml de Réactif phosphotungstique,

On compléte & 50 ml

Dosage.

Dans une fiole jaugée de 50 ml on introduit les mémes quantités
de réactifs, mais on omet d'ajouter la solution de chlorure mercurique,

On laisse la coloration se développer 20 minutes et on 1it les
intensités de coloration & 1'électroghotometre MEUNIER, en se servant du fil-
tre 65. L'intensité de référence est celle domnée par 1 ml de la solution de

L-cystine 5 x 10 =3 M.



Iv ) Dosage de la Tyrosine.

Nous avons utilisé une modification de la méthode de LUGG (1937) (6).

Principe.

On évalue & l'aide d'un électrophotometre 1l'intensité de la coloration

rouge que donne la Tyrosine avec le réactif de MILLON,

Réactifs.

I- Solution de référence de L-Tyrosine.

5 x 107 7 M, dans SO4H, I.N

2- Solution A.
Acide sulfurique 5 N.

3= Solution B.

Dissoudre dans 1l'eau distillée :

Sulfate Mercurique 75 &,
Chlorure lMercurique 55 &
Sulfate de sodium anliydre 70 g.
Acide sulfurique 66 °© B, 125 g

Compléter & 1 litre,

4~ Solution C.
Solution B 500 ml.
Acide sulfurique I N+ 500 ml.

5= Solution D,

Dissoudre dans 600 ml dteau distillée

Sulfate Mercurique 12 g
Chlorure Mercurique 9 g
Acide sulfurique 569B. 100 g.
Ajouter ensuite:Acide sulfurique 66°B. 500 g

Compléter & 1 litre aprés refroidissement.
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6- Bolution E.

Nitrite de sodium I}M.

Mode opératoire.

I1 comporte deux parties :

1) Hydrolyse de la Protéine.

. 0,1z de laine ou de protéine est hydrolysé durant 6 heures
au réfrigérant & reflux {joints rédés) par 10 ml S04 5N. (solution 4),

la solution est ensuite amende & 25 ml.

2) Détermination de la Tyrosine.

Dans une fiole de 25 ml, on introduit 5 ml de 1lthydrolysat
sulfurique précédent et 5 ml de la solution B; on porte la fiole au bain-
marie & 60/65°C. pendant 30 minutes. On la laisse ensuite refroidir, pendant
une heure, dens un bain d'eau froide et on filtre dans une fiole jaugée de
25 ml pour éliminer le précipité qui s'est formé. On lave le filtre, en plu-
sieurs fois, avec 10 & 12 ml de la solution C, et on recueille ces solutions
de lavage dens la fiole jaugde, on compléte & 25 ml avec la solution C, et
on ajoute alors 0,5 ml de la solution E. I1 se développe une belle coloration
rouge. Apres 2 minutes on 1lit ltintensité de la coloration & 1'électrophoto-

metre MEUNIER en se servant du filtre 46.

Pour tenir’compte,éventuellement, de la coloration . jeunitre
de 1'hydrolysat, on fait un essai " & blanc" dans lequel on omet d'ajouter

les 0,5 ml de la solution de nitrite.

L'intensité de référence est celle domnée par 1 ml de la

solution de L-Tyrosine 5 x 10~ 3 M.

v ) Chromatographie de partage sur papier,

Cette méthode a été décrite pour la premiére fois en 1944, par
GORDON, MARTIN, SYNGE et CONSDEN (7). Wous rappellerons bridvement son prin-
cipe. La séparation des différents constituapts du mélangc est fondée sur
leurs coefficients de partage différents, wtre deux phases liquidesd *une. sgvct-

seg,ltautre organique. La phase aqueuse est stationnaire et retenue sur un



O

support solide (la .feuille de papier), la phase organique est mobile le long
du support; il y a, en quelque sorte, lixiviation de la premidre par la se-
conde, et les différents composants du mélange & séparer sont entrainés par

la phase mobile, d'autant plus rapidement qu'ils y sont plus solubles.

On appelle Ry d'une substance le rapport de la distance parcourue

par celle-ci depuis sa ligne de départ & la distance parcourue par le solvant.,

Chaque amino-acide ou polypeptide, pour un systéme solvant donné et
dans des conditions expérimentales identiques, peut donc &tre caractérisé par
son Rr.

Au cours de notre travail, nous avons utilisé le papier Whatman n°l
et comme solvants : le phénol saturé d'eau en atmosphére ammoniacale, et le

mélange butanol/acide acétique/eau.

Le phénol Baturd d'esu s'dbilenven okitont dans une ampoule & décanter du phé-
nol avec un exces d'eau; on laisse décanter assez longtemps, et la couche

de phénol saturé d'eau est soutirde. Le mélange butanol/acide acétique
(PARTRIDGE 1948) (8), se prépare de la fagon suivante : dans une ampoule &
décanter, on verse 40 ml de n-butanol, et 10 ml d'acide acétique cristallisa-
ble. Aprés agitation, on ajoute 50 ml d'eau distillée et on agite énergique-~
ment. On laisse décanter une demi-journée et on récupére la couche supérieure

homogene.

A la fin de la chromatographie, le papier est séché & 1!étuve vers
100/105° C. ot révélé par la ninhydrine ( hydrate de tricétohydrinddne) &
0,1 % dans le butanol saturé d'eau. Le chromatogramme est développé rapidement
a 1'étuve entre 80 et 100° C; lorsqu'il y a de petits peptides, le temps de
chauffage doit &tre plus long. Le lecture du chromatogramme se fait immédia-
tement en lumitre transmise, et on affecte alors chaque tache d'un coefficient
estimé dfaprés 1'intensitéd de coloration et la surface des taches révélées &

la ninhydrine (DmyT) (9).

Pour chaque chromatogromme, on pecut ainsi établir un tableau des
proportions relatives des différents acides aminéds. Les chromatographies en
deux dimensions ont été réalisées avec comme premier solvent lec systdme butonol/
acide acétique/cau, lc deuxidme solvent étant constitud por le systéme phénol/

ammoniague ( % %).
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VI) Chromatographie sur résincs i échange d'ions.

Nous avons été amends & utiliser les résines & échange d'ions pour
la séparation des hydrolysats partiels acides ou enzymatiques de laine, en
vue de leur étude par la chromatographie sur papier. Les résines a échange
de cations sous forme H* ( type polystyréne sulfoné : Amberlite I.R.C 120,
Dover 50) fixent tous les amino-acides qui peuvent &tre élués par des solu-
tions ammoniacales diludes. Aprés concentration de 1'éluat ammoniacal, on
obtient une 2olution d'acides aminés, parfaitement déminéralisée, qui peut

8tre étudiée finalement par la chromatogrophie sur papier.

Les résines & échenge d'anions (type Déacidite 200, Amberlite IR 4 B)
fixent les acides aminds dicarboxyliques et les peptides acides. L!'élution
par l'acide acétique N/lO ou N, par l'acide chlorydrique, permet de déplacer

sélectivement les composés & caractere acide,

Sur le plan technique, les hydrolysats sont d'abord passés sur une
colonne remplie d'une résine & échange de cations.( Permutite 50 ou Amber-
lite IRC 120 : grains 50—100), régénérée par de l'acide chlorydrique 2 N,
et lavée abondamment avec de lteau distillée, Aprés écoulement lent de 1'hy-
drolysat sur la colonne ( quantité de résine variable, suivant 1'hydrolysat,
de 20 & 50 g.), la résine est lavée avec de 1l'eay distillée; enfin, 1!'élution
est réolisde successivement avec des solutions dtammoniaque 0,3 N et 2 N.
L*élution de la plus grande partie des acides aminés cofncide avec le possage
de 1l'ammoniague au bas de la colonne ( voir & ce sujet BOULANGER et BISERTE)
(10).

L'éluat ammoniacal qui contient tous les acides-aminés, & 1'exclu-
sion de tous les cations minéraux, est concentré soit par distillation & 37°C.
sous pression réduite, soit par ventilation d'air froid. Certains peptides &
caractére acide ne sont pas retenus par cette résine & échange de cations;
ils se retrouvent dans le premier effluent, ainsi que dans le liquide de la-
vage qui suit 1!'écoulement .de 1l'hydrolysat, On fait alors passer cet effluent
sur une résine ¥ éSchange dtanions (Déacidite 200 ou Amberlite IR 4 B : grains
50-100, régénérée & 1'acétate de sodium N/4). Les peptides acides fixés sur
la colomne sont élués sélectivement et successivement par des solutions dla-
cide acétique /10, N/1 et d'acide chlorydrique_ﬁ/4. Les divers éluats ainsi
obtenus sont concentrés sous pression réduite & 37°C.(voir & ce sujet BISERTE,
BOULANGER et COURTOT) (11).
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CHAPITRE _TIT

HYDROLYSE CHIMIQUE MENAGEE EN MILIEU ACIDE FAIRLE,

NEUTRE ET  ALCALIN

Lorsque nous avons entrepris ce traveil, plusieurs auteurs venaient
de montrer cue certains amino-acides étaient libérés préférentiellement au

cours de 1l'hydrolyse ménagée des protéines,

PARTRIDGE et DAVIS (1950) (12) avaient mis en évidence que ll'acide
aspartique était le premier amino-acide libéré de substrats protéiques tels
que ll'ovalbumine, la gélatine, l'insuline, au cours de 1'hydrolyse par lla-
cide oxalique C,25 Il. BLACKBURN (13) opérent sur la.laine, avait signalé que
pour de faibles concentrations en ions hydrogéne, l'acide aspartique est dé-
taché le plus rapidement, tandis que dlautres amino-acides, notamment le
glycocolle, apparaissent quand la concentration de llacide augmente. DESUNELLE
et BONJOUR (1950) (14) avaient insisté, au contraire, sur la moindre résistan-

ce des liaisons du glycocolle au cours de l'hydrolyse alcaline,

Nous nous sommes donc proposé de préciser les modelitéds de la 1ibé=
retion des amino-acides et des peptides au cours des hydrolyses ménagées en
milieu acide fort, acide faible, neutre et alcalin. Comme d'autre part il
nous semblait intéressant de connaltre le gente 4' “oltération" que subit la
laine par hydrolyse dans le processus de teinture, nous avons souvent choisi
des conditions expérimentales qui se rapprochent de celles utilisées lors de

1'applica’ion des colorants sur la fibre (+) ( PIGACHE et BISERTE 1951) (15).

(+) Nos milieux dthydrolyse ont des compositions voisines des "bains " utili-
sés en teinture mais ils ne contiemnent ni colorants ( teinture & blanc) ni
sulfate de soude. Ce dernier composé a pour r8le de retarder la montée du co-
lorant sur la fibre; récemment PERYMANN (1954) (16) a montré que le sulfate
de soude, pour des concentrations allant jusqu'd 9,2 g/l, aveit peu dlaction
sur la leine dans des conditions de pH ellant de 1,7 & 6,8.

Nous pensons donc que nos résultats auraient ¢té pratiquement identiques
avec de véritables " bains de teinturc ", 1'hydrolyse de la laine étant fonc-
tion uniquement du pH, de la température du milieu, et du temps de traitement,
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Afin de mieux préciser l'importance de cette " altération " par hydro-
lyse, nous avons suivi les taux d'azote et de soufre ( thiol + disulfure )

solubilisés.

A ) HYDROLYSE EN MILIEU ACIDE FAIBLE OU NEUTRE.

1, Conditions expérimentales.

Des échentillons de 5 g. (poids anhydre) de . laine ( tissu léger)

sont traités & 1'ébullition, sous réfrigérant & reflux, pendant des temps
)

variables,par 100 ml des milicux suivants : (+

n%l - acide acétique_ﬁ/BO ( PH 3,2) ( quentité d'acide calculée par

rapport au poids de laine anhydre : 2,4 %).

n% - solution de bichromate de potassium 11/200 et d'acide sulfuri-
que @/66 ( pH 1,8) ( soit 3 % d'acide sulfurique et 2,94 % de bichromate de

potassium par ropport au poids de lainc anhydre,

n%3 -~ Solution de bichromatec de potassium_M/ZOO ( PH 4,5)

n% - cau distillée bouillie,

Lthydrolysat cst ensuite filtré bouillant sur un cntonnoir en verre
fritté n°4 pour déliminer les fibres de laine en suspension, Au cours de tous
ces traitements, il se produit, lors du refroidissement de 1lthydrolysat, un

tres léger précipité blanc gélatineux (++).

D'autre part, il faut noter qu'en méme temps on observe des varia-
tions de pH, celles-ci sont diles & la salification de l'acide par les groupe-
ments basiques de la laine et de ses produits de dégradation, dans le cas des
solutions contenant du bichromate de potassium ces variations sont plus impdr-—

tantes, car le chrome sc fixe sur la lainc & 1'état de 01203 et une certaine

quantité de potasse est 1libérde, ce qui tend & augmenter l'alcalinité
( CARLEME, ROWE et SPEAKMAN 1946) (174 .

(+) Le milieu n°l est utilisé dans la teinturec des " colorants foulons",
Les milieux n%2 et 3 sont utilisdés dans la teinture des " colorants chro-
matables ",

(++) Voir & ce sujet les travaux de ZAHN ( 1950 ct 1955)(18 et 19? _ sur les
" gélatines de laine " extraites par l'eau bouillante,
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2) Résultats expérimentaux.

a) Cinétique de la libération d'azotc ct dc soufre.

La solubilisation de la laine au cours de ces différentcs hydrolyses
est faible ( 0,8 & 1,2 % d'azote solubilisé pour des temps d'action de 3 &

4 heures) ( voir tableau I).

Etant donné la faible quantité de produits dissous, le dosage du
soufre cystinique dans 1'hydrolysat n'a pas été effectuéd, et 1l'on s'est con-
tenté de doser le soufre ( thiol + disulfure) dams les leines ayant subi.lac-
tion des différents agonts chimiques, A cc sujet, il est possible de classer
les résultats cn deux catégories ( voir tableau I) : los laines traitées en
milieu acide ( acide acétique et bichromate sulfurique ) ne subissent pas de
variations dans leur tencur en soufre cystinique; celles qui ont été traitdes
en milicu neutre perdent au contraire une quantité importante de soufre (thiol
+ disulfure) et 1thydrolysat contient une certaine quantité dthydrogéne sulfu-
ré.

Dans ce cas, la diminution du soufrc cystinique rdésulte d'une trans-

formation dec la cystine en lanthionine ( CUTHBERTSON, PHILLIPS 1945) (20).

b) BEtude chromatdgraphique,

Les différents hydrolysats, aprées passage sur Permutite 50, ont &té
étudids en chromatograchie bidimensionnelle,

Le tableau IT résume les principaux résultots obtenus. L'examen de
ce tableau montre de fagon trées nette la libération précoce ct importante de
la sérine et du glycocolle, et & un degrdé moindre, de 1l'alaninc et de 1l'acide
glutamique. I1 y a assez peu d'acide aspartique 1libéré, contraircment & ce
qui se produit en milicu acide fort ( voir 2&me partie, chapitre I1I).
Dtautre part, il est intéressant de signalcr 1'apparition de la cystine ou
de ses produits de décomposition, Tous les hydrolysats conticnnent aussi une
certaine quantité de petits | . peptides : on coffct, aprés hydrolyse totale,
il cst possiblc de décaler en chromatographic bidimensionnelle, de trés nom-
breux amino-zcides qui n'existaient pas sur les chromatogrammes directs,

Un cnscmble de polypeptides ont pu enfin 8tre identifids; ils possédent les
caractéristiques chromatographiques suivantes :

Rr (Butanol-acide acétique ): 0,28 ot Rf (phénol-NHz 3 % ) : 0,82
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TABLEAU-=-TI

HYDROLYSE FN MILIEU ACTDE FAIBLE QU _NEUTRE.

} S{thiol + disulfure)

e e | () F ) e e
CHz COOH 11/50 0 392 - 3424
L 4,15 0,27 3,21
2 4,25 0,33 3,21
4 4,4 0,73 3,21
Cry0rKy 11/200 + 0 1,8 - 3,24
SO4Hp  11/66. 1 347 0,48 -
2 4,1 0,57 =
3 4,4 0,81 3,20
Crp07Ky 1/200 0 4,5 - 3,24
1/2 7,0 0,32 -
Tyl 0,49 2,91
ol 0,60 -
743 1 2y 5T
0 6,4 - 3,24
Tau distillée 1/2 7,0 0,54 2,85
3 740 0,81 2,57
4 750 0,81 2454
9 7,0 0,81 2,30
17 7,0 2 2,20
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TABLEAU _IT

HYDROLYSE FN_MILIFU ACIDE FAIBLE ET NEUTRE.
PROPORTIONS RELATIVES DES AMINO-ACIDES LIBERES. (+)

Milieu R I %’3{% g 7088 2 3 Z" 0 5
dhydrolyse (AT B 4 odi § 2Fid 31 B gl g §
: = . Y b § ¥ = { 3 . [ o

2 8 8 a8id Blid 2 A H & S

CHy COOH | 1 (10 8 i 1 5: 1 i 1 i P 1

N/50 2 1112 715 32 2 i2i2itrai 2
: : B : : : i ices i

Bichromate E 1 i 8 6 E 2 2 étra-g 2
ices !
sulfurique ; 3 : 10: 8 ! 2 2:1 i 4 | ¢ 1 kra-

-

Bichromate § 1 f 7 % 7 § 2 ; 3 §tra—§ 3 5 tra~
ices i i ces i
/200 2 A0 5 3f 21" AT i oL

Eau 2 6 4 20 i3 tmetras | tre-.

i ces i ces: i ces |

distillée 17 : 20{ 10 { 3 | 6 itra={10 : 3 : " 3: 5
: : i : : ‘ces : : :

(+) Les chiffres représentent les proportions relatives des amino-acides
estimées dlapres la surface et 1l'intensité des taches révélées 2 la
ninhydrine ( DINT 1948) (21).




~103=

B ) HYDROLYSE EN NILIEU ALCALIN.

Des échantillons de 5 g ( poids anhydre) de laine sont traitds & la
température du laboratoire ( 20/ 220 C.), par 300 ml de solutiors.de soude.N/ZO,
_y/lO et_N/S: Au cours de ce traitement, il y a solubilisation d'une quantité
importante de la laine ( voir azote solubilisé), tandis que le soufre (thiol +
disulfure ) de la laine traitée diminue trds nettement ( Tableau ITI). Ces ré-
sultats sont en parfait accord avec ceux de CUTHBERTSON, LINDLEY et PHILIPPS
(1945)(22 et 23 ).

TABLEAU ITIT

HYDROLYSE PAR LA _SOUDE.

Laine Mérinos 100-105 : S (thiol + disulfure ) : 3.24 %.

é Durée de 1'hy-
drolyse

N solubilisé

.S ( thiol + disulfure)

: s o : de la laine traitée
i (en heures) ’ {len % du poids sec )
Na OH 1/10 24 2,55 2,02
: 48 7,90 1,73
24 6,4 1,43
Na OH ,E/S 48 19,8 1,14

Les hydrolysats sodiques ne laissent pas déposer de précipité direc—
tement comme les hydrolysats acétiques ou sulfuriques ( voir plus loin), mais
seulement aprés neutralisation de la soude.

Ltétude chromatographique des amino-acides libérés permet de con~
clure & la prédominance du glycocolle et de la sérine, et & un degré moindre
des diaminés (+), T1 semble que le glycocolle soit détaché en plus grande quan-

tité que la sérine au cours des premiers stades de 1'hydrolyse (Tableau IV).

(+) 11 stagit principalement d!arginine,
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Dans le chromatogramme bidimensionnel, il existe aussi des plages présentant
une réaction positive & la ninhydrine, qui correspondent & des polypeptides.
L'un de ceux-ci, qui se localise pawfaitement, possede los caractéristiques
chromatographiques suivantes : Ry (butanol/acide acétique) ¢ 0,205, et Re
( phénol -NHz 3 % ) 0,90.

Aprés récupération sur papier de ces polypeptides, et hydrolyse
totale, il est possible d'identifier la plupart des amino-acides avec toute-

fois une prédominance d'acide glutamique et de glycocolle.

TABLEAU IV

HYDROLYSE EN MILIEU ALCALIN.

PROPORTIONS RETATIVES DES_AMINO-ACIDES LIBERES.

: : : : i 1 A
Milieu o~ o Bieg idg 888 109 o o
HIY YA 3 s : LY O e <l o
d'hydrolyse | f.< LT g gg g%gg 8.4 85 4 A
iAg o | Q i H iGei B 8 D B 2
S 8 diaid EiBe ik L A B
Na OHN/20 i 24 10 7! 3{ 1! trai |  itra- tra- tras
: 5 { : i ces | : ices :oes | ces:
Na OHN/10 | 48 10/ 10; 4: 35} 1 1 2|
24 6i 3: 1 itra-itra-
01 jcesices !
Ne OH N/5 ;48 1212 12; 1¢{ 3: 1 ;. 1: & | |
P72 030 204k 4i 61 2% 2 P11 itre-
R LS T S A R N B -

(0) I1 est difficile d'apprécier 1'irportance de la zone des diaminds, qui
est occupée par une large plage donnant une réaction intense & la.ninhy-

drine et ne présentant pas de limites précises,
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C ) CONCLUSIONS.

Les propriétés physico-mécaniques des fibres de laine, notamment
leur ténacité & la traction et leur allongement de rupture, sont condition-

nées par 1l'intégrité des liaisons disulfures et des liaisons peptidiques.

ELQD, NOWOTNY et ZAMN ( 1940, 1942) (24) ont notamment montré que la
rupture d'un nombre relativement petit de liaisons peptidiques provogquait

un affeiblissement déja marqué des fibres.,

I1 ressort donc trés nettement de nos résultats que ce sont les mi-
lieux faiblement acides ( pH 4 & 4,5) qui ménagent le mieux la laine, puisque,
méme au bout de 4 heures d'hydrolyse i 1'ébullition, la teneur en cystine

n'a pas varié et la solubilisation d'Azote reste faible ( 0,73 %).

L'eau bouillante ne provoque qu'une solubilisation faible de 1'Azote,

mais par contre produit une hydrolyse trés nette des ponts disulfures,

Quant aux solutions sodiques, & froid, de faible concentration
( N/S et N/lO), elles provoquent une hydrolyse déja importante des liaisons

peptidiques et une diminution trés marquée des liaisons disulfures,

HARRIS ct SMITH (1936) (25) ont d'ailleurs proposé un test de
"solubilité alcaline " pour déterminer 1l'étendue de ltaltération qu'a subi
une lainc au cours des différents traitement industricls (+). La solubilité
alcaline augmente lorsque la laine a subi au préalable un traitement qui
provoque une rupbture des liaisons peptiques ou des liaisons disulfures,

VAN OVERBEKE, LEFEBVRE et RAUX (1950) (26) et LEES et ELSWORTH (1952) (27)
ont montré que ce test pouvait &tre difficilement reproductible, car la
quantité de lainc qui entre en solution sous 1l'influence des alcalis, dépend
essentiellement des conditiong opératoires et de 1'état sous lequel se trouve
la fibre ( fil, tissu, etc...). Par ailleurs le test perd toute signification
si la laine a subi unc hydrolyse des liaisons peptidiques au cours d'un trai-

tement alcalin. Nos propres expériences,bien qu'cffectuées dans des conditions

N

(+) Ce test consiste & évaluer la perte de poids que subit une laine par
traitement dans la soude N/10 & 65° C. durant une heure,
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assez différentes, montrent également qu'un"test de .solubilité alcaline ™"
ne peut pas.apporter de résultats bien précis sur 1tétenduc de 1'altération

d'une laine, puisque la vitesse de solubilisation augmente avec le temps (+).

Nos .résultats montrent par ailleurs, qu'en miliecu acide faible
ou alcalin, c'est cssentiecllement le glycocolle et la sérinc qui sont libé-
rés a 1'état d'amino-acides libres, ce qui indique wne certaine spécifité
de ces milicux d'hydrolyse; nous avons également obscrvé unc libération pré-
férenticlle de glycocolle ot de sérine lors de 1'hydrolyse alcaline de la

DNP-laine,

Enfin, il est intéressant de souligner que, contrairement & cc
qui a souvent été supposé, le bichromate de potassium dans lecs conditions
utilisées lors du mordangage de la laine, n'oxydec pas les liaisons disul-

fures,

(+) Daris la soude N/5 il y a 3 fois plus dlazote solubilisé cn 48 houres
gulen 24 heures,
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CHAPITRE 111

HYDROLYSE MNENAGEE DE LA FIBRE DE LAINE
PAR L' ACIDE SULFURIQUE DECINORMAL (+).

L= Conditions expérimentales

— b e e e — " — . v—

Des échantillons de 5 g de laine (poids .anhydre) sont traités &
11ébullition sous réfrigérant & roflux par 100 ml d'acide sulfurique N/10
(quantité dtacide égalc & 9,8 % du poids de laine) pendant des tcmps variables,
Lthydrolysat est cnsuite filtré bouillant sur un entonnoir en verre fritté no4

pour éliminer la lainc restante.

Les différents hydrolysats ainsi obtecnus se troublent progressive-
ment au cours du refroidissement. Apres un repos d'une nuit, ils laissent dé-
poser un précipité blanc gélatinecux pour lequel nous avons adopté la dénomina-
tion de : " polypeptides thermosolubles de laine ", la caractéristique essen-
ticlle de ce groupe de constituants azotés consistant, ocn cffct, en une ther-
mosolubilité en milicu acide. Lorsque l'on veut isoler uniquement ce groupe de
polypeptides, l'cnsemblec de lthydrolysat, y compris.le précipité, cst dialysé
contre 1'eau courantc afin d'élimincr toute trace d'acide sulfurique; dans.ces
conditions la précipitation du groupe de " polypeptides thermosolubles " stin-
densifie trés nettement., Aprés dialyse, les préecipités sont rccueillis par

centrifugation, lavés & 1l'cau glacée, & l'alcool et & 1'éther, et séchés.

La laine restante aprés hydrolyse est .rincée abondamment & ltlcau
courante, neutralisée pendant unc nuit & 1l'aide d'une solution aqueusc & 1%
de pyridine, rincée cnsuite & 1l'eau courante ct & l'eau distillée et finale-

ment séchéc.

(+) La gronde majorité des colorants pour laine sont appliqués sur la fibre en

préscence dlacide sulfurique et & 1'ébullition; la concentration cn acide
du"bain de teinturc " cst généralement voisine de N/30 pour les " colorants
acides " et dec N/10 pour les colorants dont la molécule cst un complexe de
chromc.
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Dans le cas des hydrolyses d'une durée supéricure & 8 hcurcs, nous
avons adopté, pour des raisons de commodité expérimentale, un mode opératoire

légerement différent.

\

Un échantillon de 100 g de laine ( poids anhydre) cst hydrolysé &
1*ébullition sous réfrigérant & roflux par 2 litres d'acide sulfurique N/10
pendant 8 heures, Lthydrolysat cst ensuite filtré bouillant, ot la laine res-
tantc ost ncutralisée, rincée ot séchée comme nous l'avons dit phus haut, Cct-
te lainc restante cest alors de nouveau hydrolysée pendant 8 heourcs par 2 1i-
tres dlacide sulfurique /10, dans des conditions cxpérimentalcs identiques
aux précédentes. Le deuxiéme hydrolysat cst filtré, ct la lainc restante, aprés
ncutralisation, ringage ot séchage, cst soumisc de nouveau & l'hydrolyse. On

rccomnonce ce cycle dlopérations 8 fois de suite.

Si 1'on désirec isoler les " polypeptides thermosolubles ", on opere

comme précédemment.

B- Résultats expdérimentaux.

1) Cinétique de la libération d'azote et de soufre.

Les quantités d'azote et de soufre ( thiol + disulfurc) solubilisées

en fonction du temps sont indiguées dans le Tableau V.

(+) Nous nous étions primitivement assigné comme but dtétudier 1'hydrolyse de
la laine, par l'acide sulfurique décinormal, pour des temps d'action ne
dépassant pas huit heures; cette étude nous ayant montré quec la caractéris—
tiquc essentielle de cette hydrolyse est sa nature préféranticlle, nous
avons alors pensé qu'il serait intéressont de voir si cette caractéristique
se maintenait pour des temps d'hydrolyse ncttement plus longs.
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Durant les 40 premidres heures de lthydrolyse, la solubilisation de
la laine (+) augmente proportionnellement & lo durée du traitement; ensuite
la quantité de lainc solubilisée tend & diminuer légérement, Les figures 7 ct

8 mnecmettent de saisir ces variations.,

Cependant le phénoméne lc plus intéressant, mis cn évidence au cours

de cette étude cinétique, est la pauvreté relative en soufre (fhiol + disylfu—

re de 1o fraction solubilisde.

Les fractions solubilisées daons les deux premiéres heurcs de l'hydro-
lysc sont dix fois moins riches en soufre ( thiol + disulfure ) guc la laine
dont clles proviennent : cn effct, alors que 3,2 % de l'azotc initial ont été
solubilisés en 2 heures, 0,3 % sculcment du soufre ( thiol + disulfure ) est

passé ocn solution.

TABLEAU =5

( voir page suivante)

(+) On pout admettre que le dosage de 1llazotc est unc mesurc suffisamment
précisce du pourcentage de laine solubilisée : cn effet, les tencurs en
azote de lo laine non traitée et de la laine hydrolysée pendant 64 heures,
qui sont respectivement de 16,55 % ct 14,85 %, restent trés comparables:
il faut d'ailleurs tenir compte, dans la diminution de 1l'azote totdl de la
laine hydrolysée, de la disparition de¢ 1l'azote amidé au cours de 1thydro-
lyse .

VAN OVERBEKE, MAZINGUE ct DESPRETS (1954) (28) ont indiqué que dans los
premicrs temps de l'hydrolyse sulfurique, bicn qu'il y ait solubilisation
de peptides, la lainc augmentait trés légérement de poids ( 1% ) par suite
de la fixation d'acide sulfurique sur la fibre.
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TABLEAU =V

Cinétigue de la solubilisation de l'azote ct du soufrc au cours des hvdrolyses

par llacide sulfuriquo‘ﬂ/lO.

(Laine " Mérinos 100 -"105 "s N total : 16,55 %, Soufre (thiol + disulfurc ):
3,13 % )

— e " —" " — - — — — —

Temps d'hydrolyse . N solubilisé : S (thiol + disulfure )
on heures ) i (en% de N initial) | solubilisé(en % de S
% : initial).
1/2 0,85 —
1 1,4 0,16
11/2 2,2 0,25
2 B2 0,30
3 4,7 -
4 5,9 0,88
6 ; 7,0 1,32

e - =Rt — e R

Apres la lére hydrolyse g 10,7 f 2,3
.«  Ztme - 23,7 7,5
— 3&me - g 38,2 % 15,9
- Ane - 51,8 24,6
- Seme - 63,9 54,6
- 6me - 72,5 41,9
. Tome - 78,1 47,1

- 8me - 83,4 54,3

(+) L'examen de ce tableau montre que des teintures prolongées cn miliecu

trop acide., sont tres préjudiciables pour la fibre, En effet, aprés
A hourecs de trditement, la laine a déja subi unc “ pertc cn poids " voisine de
5 %; de plus 1'hydrolyse des liaisons peptidiques provoquec un net affaiblisse-
ment de la résistance mécanique des fibres,
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FIGURE - 8

Variations de 1'azote et du soufre solubilisés en fonction du temps.,
(8 & 64 heures)
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Ce rapport diminue progressivement lorsque la durée de 1'hydrolyse augmente
N N_solubilisé . N A _
( aprds 8 hcurcs lc rapport S oolubilise ost égal & 5), Mois il cst remar
quablc qutapres la quatriéme hydrolyse de 8 hcurcs, alors quc la moitié de
1'azote initial cst déjh solubilisée les 3/4 du soufre sc trouvent cncore
dans la fraction insoluble; de méme, les 20 % de lainc non solubilisée apres

1o huiti®me hydrolysc contiennent & eux seuls la moitié du soufre de la laine

initiale ( voir figure 9).

npdeclyse h?rglxlyse

i §

.
\7 ,

N B

insoluble \\\:?/ : %

N

7%
R
\\\
Y

N

AN

N

N,

N
;

FIGURE = 9.
Schéma montrant la répartition dec 1ltazotc et du soufre entre les fractions

solublc et insaluble apres 32 et 64 hcures d'hydrolyse.
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Ces résultats sont confirmés par ccux du tablecau V1, qui montrent 1'cn-
richissement cn soufrc ( thiol + disulfure ) dec la laine restantc au fur ot
a mesurc de la progression de l'hydrolyse. En totalisant lc soufrc des frac-
tions ¢ solublc ¢t insoluble ( voir tableau'Vll) on retrouve scnsiblement
-~ tout au moins pour les 5 premiéres hydrolyscs de 8 heures = le soufre initial
de la laine misc on expéricncc. Pour les derniéres hydrolyses, la légerc dif-
féronce obscrvée stoxplique surtout par les pertes inévitables au cours des

nombrcuscs manipulations,

Au cours de 1l'hydrolyse ménagée, on pcut donc conclure que la cystine
n'est pas modifide ot nc se retrouve pas dans la laine sous forme dtun dérivé

oui nc serait pas dosablc par la méthode de¢ SHINOHARA.

TABLEAU - V1

Tecnour en soufre.( thiol + disulfure ) de la lainc soumise & 1l'hydrolysc

ménagée, ct des " polypeptides thermosolubles " formés.

Teomps dthydrolyse é Soufrec dec la laine % Soufre des " polypepti-
: traitée : des thermosolubles
l (en houres ) on p. 100, | recucillis on p.100
0 3,13 :
138 3,56 0,96
2%8 3,89 1,42
3x3 4,24 1,63
4x8 4,66 2,34
58 5,06 2,53
635 5,34 3,45
78 5,87 4,29
8x8 6,20 5,28
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TABLEAU -~ V11

Distribution du soufre (thiol + disulfure ) entre les fractions soluble ot

ingoluble, & différents stades de 1'hydrolyse,

' Temps ; Quantité de soufrei Quantité de soufrc:
dthydrolyse solubilisé i contenu dans la Total pour
( cn houres) §(on grammes p.100 gi laine restante _ 100 g dec laine
i de laine initiale)g (en grammes p,100g; initiale
! de laine initiale):
: ; 3,13 3,13
0,073 3,18 3425
16 0,235 2,97 3,21
24 0,498 % 2,62 3,12
32 0,772 2,25 3,03
40 1,085 1,83 2,92
48, 1,311 1,46 277
56 1,475 1,285 2,76
64 1,700 1,03 2,73

2) Btude chromatographigque de lo fraction " amino-acidei, " de 1'hvdrolysat.

Pour étudicr cctte fraction, on cnléeve le précipité thermosoluble par

centrifugation & basse tcempérature.

Le reste de 1'thydrolysat peut &tre fractionné par chromatographic sur

résine & échange de cations en deux sous-groupes principaux ; le promier, qui

n'cst pas rotenu sur la colomne de Permutitc 50, conticnt, outre 1l'ion S04~

la majorité des polypecptides ( fraction peptidique de l'hydrolysat); le second

obtenu apres développement & 1llammoniaque, est constitué par des amino-acides

libres et quclques polypeptides (fraction " amino-ocide " de 1'hydrolysat).

Ces groupce ont été étudids par chromatographie de partage sur papier,
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Le tableau V111 rassemble schématiquement les résultats des divers

chromatogrammes de le fraction " amino-acide " des hydrolysats, I'examen de

ce tableau et des figures 10 et 11 ( chromatogrammes) montre de facon nette
la libération préférentielle de l'acide aspartique et, & un degré moindre,

du glycocolle et de la sérine. Cette libération préférentieclle se maintient
pendant toute la durée de 1l'action de 1'acide sulfurique H/lO; cependant, au
cours de la huiti®me hydrolyse de 8 heures, la prédominance de 1l'acide aspar-
tique sur les autres acides aminés est moins évidente, car la laine soumise

& 1'hydrolyse 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~
ter sur la diminution de la sérine et de la tyrosine libres, sur l'apparition
de la thréonine et de la cystine (+) et sur 1'importance relative de la valine
¢t de la leucine. La proline libre apparaft au cours de la sixidme hydrolyse

de 8 heures.

‘ La fraction !" amino-acide " contient également plusieurs polypeptides
qu'il est difficile d'identifier sur les chromatogrammes, mais dont la présence
est . révélée par 1'étude chromatographique aprés hydrolyse totale : on voit, en
effet, apparaftre de nombreux amino-acides qui n'existaient pas, ou seulement

a 1'état de traces, sur les chromatogrﬁmmes directs, Il est néanmoins possible
de déceler, des les premlcrk stwdes de 1'hydrolyse ménagée, un polypeptide qui
semble bien individualisé et qu1 possede les caractéristiques chromatographiques

suivantes : Ry (butanol/acide acétique) = 0,33 ; Re (phénol-NHz 3 %) = 0,85,

TABLEAU - V111

(voir page suivante)

(+) I1 est vraisemblable que la cystine apparait plus précocement dans les
hydrolysats " ménagés ", mais le repérage de faibles quantitds de cystine

en chromatographie bi-dimensionnelle avec le butanol/acide acétique comme

premicr solvent et le phénol NH3z 3 % ) comme seccond solvant est trds délicat.
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TABLEAU - V111

Proportions relatives des amino-acides libérds au cours

de 1'hydrolyse par l'acide sulfurique décinormal,

' i : P ] 0 © o
;0O 0] : P .
Temps d'hydro- i3, i1 o Sg QJ o g g Q . &
so. 4% 8 g i8F R IR B¢ A8 g
< = "I e w P9FE P8 5 o 3 5 =
eg i o 0 éi{ﬁ i =t A = B > =1 O
Y2heure 1 6 i 4 i 3 1 2 itra-itra-i - | - R
ices :ces
1 - 8 6 5 2 1 28i 2 = | = =1 om0 -
2 - 12 i 8 ! ¢ (2) F 2 B = | - - - .
+) : : : : :
10 - 30 10 8 2 i 3 3 ¢ 1 i tro-: tra=i tra-i o
(44) ; fces | ces! ces
(""H') : 3 : H s . : ¥ Y
2° hydrolyse § : ; : : 3 N R Pl
dc 8 heures: 20 : 63105 1; 25 2§2 i .
60 - 130 110015 8 i 3 4i1 - 2!6 i =
ge - 12 ¢ 8 jtra-i 8 4 5 i tra=l 4 | 3 6 i 1
: : i ces : : : i ces | : ; :

(+) Les nombrés représentent les proportions rclatives des amino-acides
estimés d'aprés la surface et 1'intensité des taches révéldes & la ninhy-

drine.
(+++) La séparation de 1l'acide glutomique ainsi que son ostimation sur les
chromatogrommes bidimensionnels sont rendues délicates par la présence
d'une quantité importante d'acide aspartique.

(+++) I1 faut rappeler que, pour les hydrolyses d'une durée supérieure & 8
hevres, la technique opératoire utilisée consistc & roprendre lo laine

qui vient de subir une hydrolyse de 8 houres et & 1'hydrolyser de nouveau

pendant le méme temps par une nouvclle ligueur sulfurique N/10, On peut done

considérer que c'cst chaque fois un nouveau substrat que 1'on Studie: ceci

cxplique que les derniers hydrolysats peuvent contenir certains amino-acides

( aspartique notamment) en quantités moins importantes que les premiers hydro-

lysats.,
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FIGURE =~ 10

Chromatogramme bidimensiomnel de la fraction " amino-acide "

d'un hydrolysat de huit heures.
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FIGURE - 11

Chromatogromme bidimensionnel des amino-acides 1ibérés au cours de la huitidme
hydrolyse de huit hcures. Les numéros portéds sur la figurc correspondent aux
acides aminés suivants

1: acide aspartique; 2: acide glutamique: 3: sérinc 5 4 : glycocolle

5: Thréonine ; 6: alanine ; 7: tyrosine ; 8: valine ou méthionine ; 9¢ leucines;
10: phénylalanine : 11 : proline ; 12 : argihine ; 13 : lysine : 14 ¢ aci‘e

cystéique. : 15 : lanthionine ; 16 : autres dérivés de cystine.
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%) Composition en amino-acides de la laine traitée par SOyHy H/lO.

Les tableaux V1" et 1X montrent que la laine qui ne s'est pas solu-
bilisée s'enrichit on soufre et s'appauvrit en tyrosine apres chaque nouvelle
hydrolyse. Cec résultat s'explique normalement par le fait que la fraction solu-
bilisée au cours des premiers stades dthydrolyse, = notamment le groupe des
"polypeptides thermosolubles'-, est pauvre en soufre c¢t riche en tyrosine

( voir figure 16).

Aprés 64 heures de traitement par 1'acide sulfurique N/10, il est
possible d'obtenir une laine "restante " dont la teneur cn soufre est double
de celle de la laine non traitée et dont lc taux de tyrosine a diminué dlen=-

viron 50 %.(+)

Les variations de la teneur en cystine et en tyrosine sont nettcment
visibles sur les figures 12 et 13, qui représentent les chromatogrammes des
hydrolysats totaux des laines traitées pendant 16 heurcs ct 64 heures par
1'acide sulfurique N/10.

Sur ces chromatogrammes, il est également intércssant de noter les
variations quantitatives des autres amind-acides, Aprés 64 heurcs dthydrolyse,

1'acidc aspartique, lo sérine et le glycocolle ont trés nettement diminué,

Ces trois amino-acides sont, comme nous l'avons vu précédemment,

ceux qui sont libéréds préférentiellement par 1lthydrolyse acide ménagde,

(+) Nous avons observé que le résidu obtenu aprés 7 heures d'hydrolyse de la

‘laine par 1l'acide sulfurique N/1 est également riche en soufre (5,28 %),
A 1'examen microscopique, on constate qu'il est constitué par des fragments
de tubes et de treés nombreux morceaux d'épicuticule,
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FIGURE - 12

Chromatogramme de 1'hydrolysat de laine traitée pendant 16 hcures par l'acide

sulfurique décinormal. La numérotation des acides aminés est identique & celle

de la figure 11.
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FIGURE - 13

Chromatogramme de 1l'hydrolysat total de laine traitée pendant 64 heures par
1tacide sulfurique décinormal. La numémtation des acides aminds cst identigque
a celle de la figure 11.
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Les autres amino-acides subissent aussi trés certainement des varia-
tions quantitatives, mais comme elles sont moins nettes, il faudrait pour les
apprécier mettre en oeuvrc des dosages suffisamment préeis de chaque amino-
acide.

C'est ce quc nous avons réalisé pour llacide aspartique et la proline.

La cinétique dec la variation de composition cn acidc aspartique a été
réalisée au moyen de 1'étude densitométrique de la coloration & la ninhydrine
des hydrolysats totaux de laines traitées., Coux-ci sont séparés par électro-
phorése sur papicr & pH 3,9 cn tampon pyridine/acide acétique. Aprés huit heu-
res de passage du courant, l'acide aspartiquc cst nettement séparé des acides
aminés neutres ct basiques. La coloration & la ninhydrine cst réalisée suivant
la technique de GRASSMANN ot HANNT: (29), décrite pour lc dosagc photométri--
quc des acides aminés. L'intcensité de la coloration est luc au densitomdtre
Photovolt équipé d'un filtre vert & 530 mp , La comparaison des laines traitées
sc fait par rapport & la laine intacte qui est prisc commc basc de référence

( voir figure 14).

L*¢étude cinétique de la variation on proline a été étudide par chro-
matographie de partage sur papier dans le systeme butanol/acide acétique. La
coloration cst réalisée par la réaction spécifique de la proline & l'isatine
et 1'analyse densitométrique est également effcctuée avec le densitométre Pho-
tovolt équipé dlun filtrc rouge & 600 mp o La tcencur en proline de la laine

intacte cst prise comme base de référence ( voir figurc 14).

La teneur cn acide aspartique des laines traitécs diminuc réguliére-
ment ct la laine qui a subi unec hydrolyse dc 64 hecures est cnviron 8 fois moins
riche en cet amino-acide que la laine initiale., Au contrairc, la .tcnecur en pro-
line, aprés &tre restée constante durant les premicrs tomps de 1'hydrolyse,

augmente trés nettement aprés 40 heurcs dthydrolyse,

En conclusion, le fraction de la kératinc de lainc qui n'a pas été
solubilisée apres 64 hcoures d'action de l'acide sulfurique se révéle riche en

cystine et en proline, et trés pauvre on acide aspartique ct en tyrosine,
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FIGURE - 14

Variation de la teneur en acide aspartique, en cystine, en proline et en

tyrosine de la laine traitée par l'acide sulfurique décinormal, La laine non

Yroitée est prise comme base de référence.
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4) Aspect microscopigue de la laine traitée par S04H, /10,

Aux variations dens la composition en amino-acides de la laine cor-
respondent des modifications morphologiques intéressantes. VAN OVERBEKE,
MAZINGUE et DESPRETS (1954) (30) ont étudié la variation des propriétéds
mécaniques des fils de laine on fonction de la durée de 1'hydrolysc sulfuri-
que a 1'ébullition : ils ont montrd qu'aprés 4 heures d'hydrolyse (pH =1,8)
la ténacité et 1l'allongement de rupture étaient déja séricusement diminuds,
De notre cbté, nous avons constaté qu'aprés 8 heures d'hydrolyse sulfurique,
les fibres aveicent perdu une tres grande partic de leur résistance et que

cclle-~ci était devenue pratiquement nulle aprés 16 heurcs dthydrolyse,

Au contraire, jusqu'a la quarantidme heurc de 1l'hydrolyse, les fi-
bres conservent dens lcur ensemble lcur structure écailleuse caractéristique,
bicn qulelles aient perdu 64 % de leur poids ( 1c tissu conserve dloilleurs
son aspect initial). Ceci indique clairement que la fraction solubilisée pro=-
vient essenticllement de 1'intérieur de la fibre, .c'ecst-a-dirc du cortex, et

que la cuticule cst ncttement plus résistante & 1'hydrolyse acide,

= Mais aprés 48 heures d'hydrolyse, l'aspect des fibres se modifie
profondément (+), clles se réduisent en fragments trds petits ( le tissu perd
toute forme et se préscnte & 1'état humide comme une phte). Les.dcailles de
la cuticule disparaissent presque compldtement; les dernidres s'en vont.au
cours des deux demieres hydrolyses, tandis que de nombreux fragments d!'épicu-
ticule sont visibles ct que les fibres restantes se préscntent sous forme de
tubcs strids dans le sens de la longucur ( voir figure 15). A aucun momont il
n'y a libération de cellules corticales, ce qui permet dc supposer que celles-

ci se solubilisent totalement au cours de 1l'hydrolyse ménagde,

Ltaspect microscopique des tubes que nous avons obtcnus cst asscz
voisin de celui que décrit ALEXANDER (1950) (31) apres l'action oxydante de

1'acide peracétique sur la laine. Ces tubes pouvent &tre constituds par la

Lo

(+) 11 ost & remarquer d'ailleurs que la solubilisation de l'azote diminue
( voir figure 8 ot tableau V) & partir de la quarantiéme hcure d'hydrolyse.
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FIGURE - 15

Aspect microscopique de la laine aprés 64 heures d'hydrolysc par l'acide sul-

furique décinormal. Remarguer 1'aspect on tubes strids,
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subcuticule de la fibre de laine ( ZAHN ot HASELMANN . 1950 ) (32) modifiée
par l'hydrolysc ménagéc, ou encorec par les résidus d'un certain nombre de
composants histologiques de la fibre : les membranes des cellules corticales,
ot les fibrilles résistantes dérivées du cortex ( FRASER ct ROGERS 1955 )(33)

( voir lére partie : structure morphologique).

I1 cxiste cependant deux différences importantcs cntre le résidu
en forme de " tubes strids " quc nous isolons et la subcuticule d! ALEXANDER,
Pour cet auteur, la subcuticule ( ou A-kératose), qui représcnte 8 & 10 %
du poids de la fibre, correspond & la fraction insoluble dans 1'ammoniaque
dilude, aprés oxydation compléte de la laine par ltacide peracétique. Or, si
nous oxydons par l'acide performique les " tubes " obtenus .aprés 64 hcures
d thydrolyse acidc ménagée, nous constatons que le dérivé dloxydation se solu=-
bilisc déja en quclques minutes dans l'acide performique lui-méme, Par ail-
lours la subcuticule 4! ALEXANDER ( %4 ) est pauvre cn soufre (2,2 % ) alors

que notre résidu en forme de tubes est riche en soufre ( 6,2 % ),

I1 nous cst donc difficile de nous prononcer sur l'identité de la
mombrane d' ALEXANDER avec nos " tubes strids ", qui sont obtonus par des mé-
thodes tres différentes. I1 est vraisemblable que 1l'aspect, cn forme dec tubes,
de ce résidu protéinique, obtenu par une hydrolyse de 64 heurcs, n'cst qu un
" artefact " qui ne correspond plus a aucun constituant morphologique de la

fibre primitive.

5) Composition en amino-acides des " polypeptides thermosolubles ",

Ju cours du refroidissement des hydrolysats sulfuriques, il est
possible d'isoler un précipité abondant que nous .avons appelé " polypeptides
thermosolubles de la laine ". En refroidissant l'hydrolysat & 0°C et en le
ncutralisant, on augmente nettement 1'importance du précipité, D'aillcurs, a
partir du sixi®éme hydrolysat de 8 heures, il est indispensable de neutraliser
pour obscrver cette précipitation. Sur lc plan cxpérimental, nous avons réa-
lisé la ncutralisation par dialyse contrc l'eau courante & bassc tcmpdérature :
cette technique a en outre ltavantage d'éliminer les amino-acides et les po-

lypcptides dialysables 1ibérés au cours de l'hydrolyse. Nous avons cstimé,
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pour le premier hydrolysat de 8 heures, que 30 % seulement de l'azote sont

dialysables : les produits de 1'hydrolyse sont donc essentiellement formés

de gros polypeptides adialysables; au contraire 50 % du soufre (thiol + di-
sulfure) sont dialysables, la cystine se retrouvant donc essentiellement

sous forme de petits peptides.

Lt'importance quantitative du précipité varie avec les temps d‘hy-
drolyse : faible au début, elle augmente progressivement dans les cing pre-
miers hydrolysats de 8 heures, pour diminuer de nouveau dans les trois der-

niers (la quantité obtenue représente de 5 & 20 % de la fraction solubilisde).

Les "polypeptides thermosolubles de laine " se comportent comme un
composé ou plutdt comme un ensemble de composés de poids moléculaire relati-
vement élevé, non dialysables, trés peu solubles dans l'eau bouillante, solu-
bles & froid dans la soude N/10 et dans l'acide formique 0,66 M , et solubles
a partir de 55° C dans SO04Ho N/lO. En chromatographie de partage sur papier
dans le phénol (IE% 3 %), ils donnent une seule tache de Ry = 15 ils se
révelent également homogeénes & 1'électrophordse en milieu acide formique
0,66 M . Afin de nous rendre compte de leur complexité, nous avons essayé
de déterminer qualitativement leurs groupements ot -aminés terminaux libres,
Pour cela, nous avons dinitrophénylé un échantillon suivant la technique de
BLACKBURN (1950) (35) et aprds hydrolyse totale de ce dernier, nous avons
identifié par chromatographie de partage sur papier suivant la technigue de
BISERTE et OSTEUX (1951) (36), 1l'acide DNP-aspartique, la DNP-sérine, le
DP-glycocolle et la DNP-alanine. D'autres DNP-amino-acides, gue nous n'a-
vons pas identifiés sont présents, mais nous n'avons pas jugé utile de pour-.
suivre plus avant cette investigation : il nous suffisait d'avoir une preuve
de 1'hétérogénéité du produit initial. Il est cependant intéressant de remar-
quer que les mémes amino-acides N-terminaux ont été identifiés dans la laine
(MIDDLERROOK ) (37).

Quel que soit 1l'hydrolysat dont ils proviennent, ces " polypeptides
thermosolubles " ont unc teneur constante en azote (15,4 %); au contraire,
leur composition en amino-acides varie avec le temps d'hydrolyse. Leurs te-
ncurs en soufre (thiol + disulfure) et en tyrosine sont indiquées dans les
tableaux V1 et 1X,
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Le groupe de dérivés polypeptidiques qui appercisscnt oux premiers
stades de l'hydrolyse est pauvre en cystine (3 fois moins riche que la laine)
et riche en tyrosine (2 fois plus que la laine) (+). Mais cette formule ini-
tiale se modifie progressivement avec le temps d'hydrolyse : Les "polypep-
tides thermosolubles " s'enrichissent en soufre, tout en restant toujours
moins riches que la laine restante, et s'appauvrissent en tyrosine, tout en

restant plus riches que la laine restante ( voir figure 16).

Dans 1'étude cinétique de cette variation de la composition en sou-
fre et en tyrosine de ce groupe de polypeptides, il est difficile de mettre
en évidence des stades particuliers d'hydrolyse., Toutefois, aprés la quaran-
tiéme heure, il est intéressant de noter que 1l'azote solubilisé diminue, que
la quantité de polypeptides thermosolubles isolés diminue aussi et que les
caracteres physico-chimiques de ces composés se modifient légdrement (inso-
lubilité exclusivement eh milieu ncutre, thermosolubilité moins nette, teneur
en soufre plus rapidemont croissante)., Il est curieux de constater que la so=-
lubilité augmente alors que le nombre de ponts disulfure s'accroft : seci
semble indiquer quc la richesse cn cystine n'est pas lc seul facteur qui
gouvernc l'insolubilité de la kératine de laine; on peut rappeler égalcment
que l'insuline, bien que riche en cystine, est une protéine soluble, L'étude
chromatographique des hydrolysats totaux de polypeptides thermosolubles iso-
1és aprés 8 heures ct 64 heures d'hydrolyse réveéle d'autres modifications

intéressantes de lcur composition en amino-acides.

La teneur en tyrosine, en phénylalanine, en sérine, en glycocolle
ot acide glutamique diminue; au contraire, lec taux de cystine | d'alanine
¢t de proline augmente des premiers aux derniers échantillons de " polypep-
tides thermosolubles " (voir fige 17 & 18). Cependant, les variations les
plus caractéristiques concernent l'acide aspartique, qui finit par disparaf-

tre precsque complétement des hydrolysats totaux.,

(+) Nous avons isolé des ™ polypeptides thermosolubles " qui se forment dans
la premiére heure dc l'hydrolyse sulfurique de la laine : ils contiennent

0, 36 % de soufre ( soit 10 fois moins que la laine) et 15 % de tyrosinc

( soit 3 fois plus que la laine).
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TABLEAU - 1X

Teneur cn tyrosine de la laine soumise & 1'hydrolyse ménagée,

et des " Polypeptides thermosolubles " formés.,

Temps d'hydrolyse § Tyrosine dans la ; Tyrosine des " polypep-
en heures) i laine traitée i tides thermosolubles "
: en % ; en %
0 5,57 i |
1 x8 4,92 13,%
2 x8 3,73 10
3 x8 - T3
4 x8 - 6,3
5 x8 3,73 5,5
6 x8 5,2 415
7 x8 : - § 4
8 x8 2,9 3
Tyr, . S ' .4 S (Laine)
12 6 ‘ S R— 5 SR S v’” ’A,l
» 4 8 (poly)
2 ¥RgPoly)
; YR(Laine)
0 o ' ] b st T e
0 8 16 24 32 40 48 56 64 heures
FIGURE - 16 (« )

Teneur en soufre (thiol s disulfure) et en tyrosine de la laine
traitée et des "polypeptides thermosolubles " recueillis.
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FIGURE - 17

Chromatogramme de 1l'hydrolysat total des " polypcptides thermosolubles "
recucillis aprés huit heures d'hydrolyse par l'acide sulfurique décinormal,

La mumérotation des acides aminds est identique & celle de la figure 11,
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FIGURE -~ 18

Chromatogramme de 1lthydrolysat total des " polypeptides thermosolubles "
recueillis apres soixante-quatre heures d'hydrolyse par ltacide sulfurique
décinormal. Le spot 7 (1) correspond & la tyrosine, le spot 7 (2) pout-&tre
& un dérivé dloxydation de la tyrosine. La numérotation des acides aminés

ecst identique & celle de la figure 1l.
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¢) Conclusion,

L'ensemblc de l'expérimentation que nous avons cffectuée peut se

résumer de la fagon suivante :

L'hydrolyse nénagée par 1'acide sulfurique N/10 solubilise une cer-
taine quantité d'azote progressivement croissente en fonction du temps & en
64 heures il est possible de solubiliser 84 % de la laine., A ce stade, la
"laine" restante présente un aspect assez caractéristique en tubes striés,
qu'il est difficile d'identifier avecc les constituants morphologiques de la
fibre primitive, ct qui pourrait n'étre qu'un artcfact.

La fraction solubilisée au cours de 1l'hydrolyse ménagée est composée
de deux fractions bicn distinctes : 1l'une qui comprend cssentiellement des
acides aminés libres et des petits polypeptides, l'autre qui cst constitude
par un groupe de " polypcptides " non dialysables, préscntant un caractere
physico-chimique commun, qui cst leur thermosolubilité cn milieu sulfurique
dilué.

La composition de la "fraction amino-acide" recste scnsiblement
identique pendant toute la durée de 1l'hydrolyse particlle, sauf aux derniers
stades. Ellc est trés riche en acide aspartique, riche en sérinc.ct en gly-
cocolle. On congoit parfaitement que, pour des temps prolongés dthydrolyse,
les produits finals obtenus \ laine restante en tubes ct polypeptides ther—
mosolubles) soient presque dépourvus dlacide aspartique ct trées appauvris
on sérinc ot en glycocolle ( voir figures 13 & 18 ). Ces résultats rappel-
lent ceux de PARTRIDGE et DAVIS (1950) (38), qui obtiennent par hydrolyse
particlle de protéines ( insulinc, gélatine, ctc.) par des acides organiques,

trois fractions principales

a) des fragments protéiques de dimensions "colloidalcs",

b) des polypeptides de haut poids moléculaire,

c) de 1'acide aspartique avec dc petites quantités dlautres

amino-acides.

I1 est important de faire rcmarquer qu'aprés l'acide aspartique, ce sont les
autres acides aminés ncutres & chafne courte (glycocolle, sérinc ot & un de-
gré moindre, alanine) qui sont le plus facilement détachés : ACHER, JUTISZ
ot FROMAGEOT (1950) (39) ont également signalé la libération préférenticlle
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de ces amino-acides au cours de l'hydrolyse ménagée du lysozyme,

La composition des "polypeptides thermosolubles " est progressive—
ment variable. Cotte variabilité affecte particuliércment lc toux de soufre
(thiol + disulfure) ct de tyrosine. Les produits initiaux sont pauvres en
soufre et riches en tyrosine; les produits finals, qui provicnnent dlune
loine traitée enrichie en soufre ( voir Tableau V1) et appauvric en tyrosine

( voir Tableau 1X) sont au contraire riches en soufrc et pauvres en tyrosine,

Quant & la lainc restante, clle a également une composition conti=-
nucllement variable au fur ot & mesure que progresse l'hydrolyse, puisqu!
aprés 64 heures d'hydrolyse, ellc a unc teneur cn soufre (ot donc en cystinc)

qui a doublé, unc tencur cn tyrosine qui a diminué de 50 % (voir fig.16).

La caractéristique essentielle de cette hydrolyse ménagée est donc
sa " naturc préférentiellc ", puisque les fragments solubilisés ont unc com-
position chimique ncttement différente de celle de la laine dont ils provien=-
nent.

Cecl semblerait pouvoir s'expliquer, & premiére vue, par la struc-
turc morphologique.’de la laine, On pourrait, cn offct, supposecr quc les cou~
ches les plus externcs de la fibre, -1'épicuticule, la cuticulc ct la subcu=
ticule, -~ s'hydrolyseraiont plus rapidement, puisqu'clles seraicnt plus faci-
lement on contact avec le milicu 4t hydrolyse; le cortex, protégé par les
couches oxterncs, ot qul aurait une composition chimique différentc de celles=-
cl, scrait moins accessible & 1l'eau ct aux ions et sthydrolyscrait donc plus
lentoment. Il ne scmble pas quc l'on puisse starrdter séricusement & cette
hypothése, car le cortcx représentc & lui seul environ 90 % du poids de la
fibre; ce ne serait.donc qu'aux premigres heures de 1l'hydrolysc guton pour-
roit observer une hydrolyse préférentielle des couches externes : or, le

phénomene se poursuit durant toute 1l'action de ltacidc sulfurique.

Au contraire, des considérations fondées sur 1'hétérogénéité chimique
de la fibre de laine, - et plus spécialcment du cortex, — scmblcraicnt appor-

ter une cxplication satisfaisante dc ce phénoménc d'hydrolysec préférentielle,

Puisque lo cortex est formé d'un faiscecau de cellules corticales sou-
dées antre elles par un ciment intercellulaire (voir 1ldre partic, structute
morphologique), que d'autre part il cst bien établi que la laine contient au

moins 7 chafnes polypeptidiques différontes ( voir plus haut) ot que par
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conséquent elle est vraisemblablement formée d'un mélange de protéines, on
peut supposer que lec ciment intercellulaire est formé de protéine pauvre en
soufre et riche en tyrosine, en acide aspartique, en sérinc ct en glycocolle.
Lo richesse cn acide aspartique, sérine et glycocolle oxpliquerait que 1'hy-
drolyse de ce ciment soit plus facile quec celle des cellules corticales,puis=~
que les liaisons peptidiques dans lesquelles sont cngogés ces amino-acides

sont moins solides.

Le ciment intercellulaire de la fibre s‘hydrolyscrait dont plus
ropidement, et au fur et & mesure que l'hydrolyse progresscrait, les cellules
corticales secraient attaquées & leur tour; on comprendrait alors, - les deux
protéines, de composition chimique différente, s'hydrolysant avec des vites-
ges différentes, - quc 1l'on observe une composition continucllement variable

de l'hydrolysat et de la laine restante.

Afin de confirmer ou d'infirmer cette hypothése, nous avons pcnsé
qu'il serait intérossant d'étudier l'hydrolyse par l'acide sulfuriquc déci-

normal des cellules corticales de la laine,
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CHAPITRE 1V

HYDROLYSE MENAGEE DES CELLULES CORTICALES DE LA TLAINE

PAR L'ACIDE SULFURIQUE DECINORMAL,

A - Préparation des cellules corticales.

Les cnzymes protéolytiques : trypsine, pepsine et surtout papaine,
hydrolysent la laine en libérant les cellules corticales (voir chapitre V);

celles-ci, méme par une action prolongée de 1'enzyme, ne sont pas attaquées.

I'exanen microscopique du résidu montre qu'il est essentiellement
formé par un faisceau de cellules fusiformes (voir fig.2l) contenant des
fragments de la cuticule (vraisemblablement 1tépicuticule). On peut donc en
conclure que les enzymes hydrolysent essentiellement le ciment intercellulaire
du cortex.

Les cellules corticales ont été préparées de la fagon suivante

3

100 g de laine anhydre, dégraissée par 1'éther, sont hydrolysés & 65° C, par
2 litres d'une solution contenant 8 g de papaine commerciale (qualité Prolabo
titre 80), 20 g de métabisulfite de sodium et 14 g de bicarbonate de sodium

( pH de 1la solution 7,2). Aprds 6 heures d'hydrolyse, le résidu insoluble

est filtré sur un entomnoir en verre fritté, lavé abondamment & 1'eau distil-
1ée, et essoré. Ce résidu est hydrolysé une deuxidme fois par 2 litres d'une

solution de papaine dans des conditions identiques. Le résidu de la deuxi®me

hydrolyse papainiguc est lavé a 1l'cau distillée et séché. Il pése 28 grammes.,
Au microscope optique, il se présente sous l'aspect d'un amas de cellules

fusiformes contenant des fragments d'épicuticule.
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B = Résultats expérimentaux.

Nous avons adopté une technique semblable en tous points (sauf pour
la durée) & celle quc nous avons utilisée pour la laine elle-méme ( voir

chapitre 111),

25 g de cellules (poids anhydre) sont hydrolyséds, & 1'ébullition
sous réfrigéront & reflux, par 500 ml d'acide sulfurique N/10 pendant 16
hecures. L'hydrolysat est ensuite filtré bouillant ct les cellulcs restantces
sont ncutralisées, rincées ot séchées. Ces cellules restantes sont de nou-
voau hydrolysées pendant 16 heures par 500 ml dacide sulfuriquo N/10 dans
des conditions expérimentales identiques aux précédentes, Nous avons ainsi
effectué trois hydrolyses successives de 16 heures ct unc quatriéme hydro-

lysc de 24 heurcs.

Comme ceux obtenus par hydrolyse de la laine, les trois promiecrs
hydrolysats loisscnt déposcr par refroidissement un précipité blanc gélati-
noux (polypoptides thermosolubles), qutil est possible d'isoler dons los

conditions indiquées plus hout (voir chapitre 111).

C = Comparaison cntre 1'hydrolysc sulfurique des "cellules

corticalcs " ct 1'hydrolysc sulfurique de la "laine ",

I1 faut d'abord souligncr que la composition cn amino-acides des
ccllulcs corticales (du moins c¢n cc qui concernc la cystinc ct la tyrosine,
souls acides aminds que nous ayons dosds) est différente de celle de la fi-
bre clle-m8me. Les ccllules corticalcs sont cn effet wn peu plus riches on
soufrc disulfure quc la leine clle-méme (+) (3,65 % dans lcs ccllules,

3,13 % dans 1la laine) ot nettemont plus pouvres on tyrosinc (3,02 % dans
lcs cellules, 5,57 % dans la laine). Ces résultats sont évidemment cn faveur

de 1'hétérogénéité chimique de la fibre de laine,

(+) Coci confirme les résultats de STAKHEYEWA-KAVERZNEWA ¢t GAVRILLOY (1937)
(40) ot de SPEAKILIN ot ELLIOT (1946) (41).
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Cependant, malgré cette différence de composition, 1l'hydrolyse par
1l'acide sulfurique décinormal des cellules corticales est tout & fait compa=

rable & celle de la laine elle-méme,

Nous avons pu vérifier, & 1l'aide de la chromatogrephie sur papier,
que la fraction "amino-acide " des hydrolysats sulfuriques des cellules cor-
ticales était également trés riche en acide aspartique libre (+)‘

TABLEAU - X

Cinétigue de la solubilisation de 1l'azote et du soufre au cours de

1'hydrolyse par llacide sulfurique N/lO des cellules corticales de la laine,

Collules corticales : N total : 16,4 %; Soufre (thiol+disulfure:3,65 %.

: . N solubilisé en%  : S (thiol+disulfure)
Temps d'hydrolyse de N initial . solubilisé en % de S
; : initial
ipres la 1° hydrolyse de E 1 f 6.1
_ 16 heures : 915 : yi4
-~ 1a 20 - 45,8 20,6
- la 30 . - 65,1 36y5
Aprés 72 h. d'hydrolyse 83,2 65,6
b 4 j

(+) Nous avons égelement soumis & 1'hydrolyse sulfurique décinormal, pendant

4 heures, un échantillon de fibres artificielles & base de caséine lacti-
gque formolée; bien que ces fibres soient tres riches en acide glutamique et
relativement pauvres en acide aspartique, la fraction "amino-acide" de 1'hy-
drolysat contient essentiellement de l'acide aspartique libre et seulement
des traces dlacide glutamique libre.
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TABLEAU - X1

Teneur en soufre (thiol + disulfure) et en tyrosine des cellules

corticales soumises & 1'hydrolyse et des "polypeptides thermosolubles"formés.,

‘ Soufre des Soufre des Tyrosine des Tyrosine des
Temps i cellules trai-:"polypeptides : cellules Mpolypeptides
d'hydrolyse | tges(en %) i thermosolubles; traitées(en % )thermosolubles"
(en heures) ‘recueillis (%): recueillis (%)

o | 3,65 § P 3,02 ,
1x16 | 3,% L 1,28 1 2,1 L 5,73
2x16 | 4,4 : 1,76 ﬁ :
3x16 ;4,6 : 3,76 L 2,8

TABLEAU - X11

Hydrolyse de la "corne " par l'acide sulfurique N/10.

Corne : N total : 16,4 %; Soufre (thiol ¥ disulfure) : 3,44 %.

Temps d'bydrolyse | N solubilisé en % S solubilisé en % Teneur en soufre
en heures) i de N initial ; de S initial i de la corne apres
: ; § hydrolyse
0 3,44
16 ; 37,5 : 15,4 § 4,21
32 : 67,8 : 35,1 : 5,17

'L)\.!‘
Q.,J
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La comparaison du tableau X (hydrolyse des cellules corticales) ct
du tableau V (hydrolyse de la laine) montre que la cinétique de la libéra-
tion de 1l'azote et du soufre est pratiquement identique pour les deux subs-
trats. La fraction solubiliséc .est nettement moins riche en soufre que la
protéine dont elle provient. L'examen du tableau X1 montre également que les
cellules s'enrichissent en soufre et s'appauvrissent en tyrosine au fur et
a mesure que progresse l'hydrolysec; de méme, les "polypeptides thermosolubles"
formés sont d'autant plus riches en soufre et plus pauvres en tyrosine qu'on

les recueille a des stedes plus.avancés de 1l'hydrolyse,

Enfin, nous avons vérifié que l'hydrolyse de la cornec par l'acide
sulfurique décinormal cst également comparable & celle de la laine ou des
cellules corticales (voir tableau X11). Il se dépose par refroidissement des

hydrolysats des “polypeptides thermosolubles ",



~140-

D - Conclusions.

Les cellules corticales représcentent une portion de la fibre nettement
individualisée du point de vue morphologique. Elle sc.distinguent également
du reste de la fibre du point de vue chimique, puisqu'elles sont inattaquables
por la papaine, alors que les cutres constituants protéiniques (72 % du poids
de la fibre) sont facilement hydrolysés par cet enzyme; par ailleours, clles
sont un peu plus riches en soufre et nettement plus pauvres cn tyrosine que

la fibre dans son cnsemble,

Malgré ces .différences, a la fois d'ordre morphologique et chimique,
les résultats de 1l'hydrolyse sulfuriquc ménagée des ccllules corticales sont
en tous points comparables & ceux obtenus avec la lainc, Aussi, ceci nous
améne & conclure que la kératinc des cellules doit avoir unc structure chimi-
que trés voisine de celle des autres constituants de la fibre; les différences
de composition en acides-aminés des différentes kératincs sont vraisemblable-
ment de peu d'importance cn ce qui concerne leur structure fondamentale :nos
expériences d'hydrolyse sulfurique sur la "come" ne font que confirmer cette
hypothese.

Par ailleurs, .l'acide sulfurique décinormal & .100°C sc révele comme
un agent spécifique d'hydrolyse des kératines, puisqu'il libdre d'une fagon
tres sélective 1l'acide aspartique. L'énucléation progressive de cet amino-
acide permet la libération de trongons de chaines, dont les "polypcptides
themosolubles " gue nous avons décrits constitucnt certainement une fraction
intéressante, et il reste finalement wn résidu riche cn cystine, en proline,

¢t nc contenant presgue plus dtacide aspartique.

Arrivés & ce stade de notre travail, il nous a scmblé .intéressant de
pouvoir comparer cettc hydrolyse par un agent chumique, qui s'est révélé
comne ayant une action ncttement préférenticlle sur les liaisons peptidiques
des kératines de la laine, avec l'hydrolysc par des cnzymes dont la spécifi-

cité d'action cst bicn connuc.
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CHAPITRE V

HYDROLYSE DE LA LAINE PAR LA PEPSINE CRISTALLISEE.

L'une des caractéristiques des kératines est leur résistance assez
marquée & l'hydrolyse par les enzymes protéolytiques. Aussi les conditions
utilisées par différents auteurs, dans 1'hydrolyse enzymatique de la laine,
ne sont pas celles qui sont habituellement employées dans 1'hydrolyse des
protéines solubles. La plupart des expérimentatcurs mettent en ocuvre de for-
tes concentrations de 1l'enzyme par rapport au substrat, des temps dlaction
prolongés, et modifient plus ou moins la laine par des réactifs chimiques

pour la rendre plus susceptible & l'action de 1'enzyme.

MEUNIER, CHAMBARD et COMTE (1927) (42), FROMAGEOT et PORCHARD (1931)
(43), par action prolongéec de la pancréatine sur la laine qui a été partiel-
lement dégradée par les alcalis, ont désintégré la fibre en ses composants
morphologiques : cuticu}e et cellules corticales; seul lc ciment intercellu=
laire est hydrolysé. STAKHEYEWA-KAVERZNEWA et GAVRILOW (1937) (44) utilisant
la méme technique, ont montré que les cellules corticales sont absolument
résistantes & 1'attaque par la pancréatine; ils ont indiqué égalcment que la
kératinc des cellules est plus riche en soufre et en arginine que celle du
ciment intercellulaire; ils en dédduisent que les qualités spécifiques des
kératines et la structurc cristalline n'appartiennent qu'aux kératines des
cellules.

ELOD et ZAHW (1946) (45) ont étudié également l'action de la pan-
créatinc .sur la laine : ce complexe enzymatique n'hydrolyse pas plus de 10 %
environ d'une laine qui n'a subi aucun traitement préalable; si la laine a
été, au préalable, réduite par l'acide thioglycolique de manidre & ce que.
50 % des liaisons disulfures soient rompues, l'enzyme est alors capable dthy-
drolyscr 22 % de cette laine partiellement réduite; 1'hydrolysc atteint 80 %
ct plus si la laine a subi un prétraitement dans C1H 0,1 N pendant 23 heures
a 100° C, ou si cllc a été traitée dans un solvant .qui coupe les liaisons

hydrogéne (formamide 3 122° C pendant 3 heures). L'analyse aux rayons X



~142~

montre que le prétraitement & 1'dcide chlorhydrique ou & la formomide trans—
forme 1' o ~kératinc on J3 —kératine désorientée, ce qui améne ELOD et ZAEN

\

a conclure que la susceptibilité & l'attaque enzymatique ne dépend pas de la

rupture des liaisons disulfures, mais bien de la configuration moléculaire (+).

GEIGER, PATTERSON, MIZELL ct HARRIS (1941) (46) ont cependont montré
que la fibre nc pouvait &tre désintégrée en cecllules corticales par la pepsine,
qu'aprés réduction partielle des liaisons disulfures par le thioglycolate al-
colin, LENNOX (1952) (47) a signalé qu'une solutitn de pepsine & 1% (pH 1,8)

contenant du bisulfite de sodium pouvait dissoudre 48 % de la laine,

Parmi les différents enzymes protéolytiques, c'ecst incontestablement

la papaine qui hydrolyse le plus facilement la laine,

SCHUBERL et HAMMI (1948) (48) ont montré qu'unc solution de papafine
& 4 grammes par litre, activée par du cyanure de potassium (pH 9), peut dis-
soudre 52 % de la laine, et que par des changements répétés de la solution
papainique, 80 % peuvent se dissoudrec; il reste finalement une masse fibril-

laire inattaquable par l'enzyme.

BLACKBURN (1950) (49) traite la lainc durant 3 h 30 min. par 2 %
de pepafne en solution dans du bisulfite de sodium & 1 % (pH 6,7); dans ces
conditions 27 % de la lainc se solubilisent (57 % pour 24 houres d'action).
L'hydrolysat papainique, amené & pH 4 par de l'acide acétique, donnc un pré-
cipité volumineux représentant 10 & 20 % de la "protéine " solubilisde; ce
polypeptide est ncttement plus pauvre en soufre que la laine dont il provient.

Les peptides qui restent solubles apres acidification & pH 4 sont en moyennc

des pentapeptides.

LENNOX (1952) (50) a montré quc la solubilisation de la laine par
une solution de papainc-bisulfite (pH 7) est compléte en guclques heures &
70° C, si 1'on ajoute une assez forte proportion d'urée & la solution (solu-
tion d'urée 4 M ). Ceci indique de fagon trds nette que toutes les protéines

de la laine, méme celle. des cellules corticales, peuvent 8tre hydrolysées

(+) Nos propres résultats sur 1'hydrolyse pepsique de la laine ne scmblent
D
pas pouvoir confirmer cette conclusion (voir pdus loin).
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par les enzymes si l'on coupe & la fois les liaisons disulfures et les
liaisons hydrogéne qui pontent entre elles les différentes chafnes polypep-

tidiques.

La modification de la surface écailleuse des fibres, par des solu-
tions dec bisulfite contenant de la papainc, pour obtenir des laines "irré-

trécissables", a fait 1l'objet de plusicurs brevets,

Enfin, il est intéressant de signoler quc LINDERSTRAM -LANG ot
DUSPIVA (1935) (51) ont montré que 1l'intestin des larves de mites contiont
une substance capable de réduire les liaisons disulfures de la kératinec, ce
qui la rend ensuite hydrolysable par les cnzymes protéolytiques préscnts

dans la sécrétion intestinale.

A - Hydrolyse pepsiquc de la lainc intacte.

Dans la premiére partie de ce travail, nous nous sommes proposé d'é-
tudier 1'action de la pepsine sur la laine qui n'a subi aucunc modification
chimiquc.

Nous avons troitd de’ la laine "Mérinos 100-105 " (sous forme de ruban
peigné ) par 50 fois son poids d'acide sulfurique décinormal contenant 0,02 g
% do pepsine cristallisée : dans ces essais le rapport cnzqu/substrat inso~
luble eost donc de 1% (+). Les hydrolyses sont réalisécs & 1'étuve a 37° C
avee agitation manuelle plusicurs fois par jour. On cffcctuc & .des interval-
les de temps réguliers des prélévements sur lesqucls on dosc 1l'azote total
par la méthodec classique de Kjehldahl. La cinétique de libération de 1l'azote

cst résumée dans lc tableau X111.

Au bout de 7 jours, 11 % de 1l'azotc total de la lainc sont donc
dissous. La progression de 1l'hydrolyse se ralentit cnsuitec, commc lc montrent
nettement le tableau X111 et la figure 19 : on effct, aprés 14 jours, 12 %
soulement, et aprés 22 jours, 12,3 % dec l'azotec total sont solubilisés : il
semble donc que le chiffre de 11 % représente un palicr au cours de 1thydro-

lisc pepsique d'unc laine intacte (++).

(+) Ce rapport est cclui habitucllement utilisé dans 1'hydrolysc cnzymatique
des protéines solubles. LENOX (1952) (52) utilisc un ropport cnzqu/laine
égal & 30 %,

(++) I1 est intéressant de rappeler que BLOD ot ZAHN (1946) (53) trouvent

égalcment que la pancréatine nc dissoutm 3 jours, que 8 % d'unc laine
qui n'a subi aucun traitement préalable. :
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Au cours de 1lthydrolyse pepsique, la laine subit des modifications
morphologiques importantes : aprés 16 jours, on constate unc perte importante
de la résistance mécaniguc ot, & 1'examen microscopique, on peut obscrver que
par endroit les fibres sont fortement " altérées " ot quc les cellules corti-
cales commencent & 8tre libérées ( voir figure 20). Il est donc vraisemblable
que la pcpsinc attaque principalement unc partie du ciment intercellulaire ct
certaines couches de la cuticule, mais l'attaque n'cst pas aussi avenddc en

tous les points de la fibre.

Cette solubilisation est bien de nature enzymatiguc. En effet, l'aci-
dité du milieu (SO4H2 ﬁ/lO) ne provogue, cn 14 jours, qutunc dissolution de
16 % de 1l'azote (voir tableau X111). T1 stegit d'aillcurs surtout dlunc li-
bération d'ammoniague & partir des fonctions amides dec 1l'asparagine ot de la
glutamine. Cctte hydrolyse progresse tres lentement en fonction du temps :
elle atteint par cxemple 3,2 % on 43 jours. On peut d'ailleurs on déduirc.que
la trés légérc augmentation que 1l'on obscrve cntre le 7° ct lc 21° jour.d'hy-
drolyse pepsique résultc uniquement de 1l'hydrolyse acide particlle ot n'est
pas de nature enzymatiquc. Cette hydrolyse acide ne libdrc pas les cellules

corticales; la lainc conscrve son aspect initial.,

On pouvait, d'autre part, se demander si 1l'arret dec 1'hydrolyse n'é-
tait pas provoqué par unc inhibition de la pepsine par les polypeptides li-
bérés‘.Or, il n'en est rien : car, en renouvelant lc milicu dthydrolyse.tous
les 7 jours, -opération facilitée par 1'insolubilité du substrat, que 1'on
peut aisément isoler ct laver, -on constate que le degré d'hydrolysc nc s'é-
leve guere. Quand on renouvelle 3 fois le milieu, la solubilisation atteint

sculcment 15 %.

On peut donc conclure que lthydrolyse pepsique d'unc lainc intacte

permet la solubilisation de 10 & 12 % environ de 1'azote total.

En méme temps que la libération de 1l'azote, nous avons égalcmont
étudié la libération du soufre (thiol + disulfure) ot dec la tyrosinc. Apres
22 jours d'hydrolyse, on ne trouve cn solution que 3,2 % du soufre (thiol +
disulfurc) initial.Par contre, pour le méme tomps dlaction, 13,3 % dc la

tyrosine totale sont solubilisés. Les fractions solubilisées sont donc pauvres

en soufre ct rclativement riches en tyrosine. (+).

(+) Le soufre (thiol+disulfure) ot la tyrosine apportés par la popsinc ont
été déduits.
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TABLEAU -X111

Cinétique de la solubilisation de 1l'azote, du soufre (thiol + disulfure) ct

de la {tyrosine au cours de 1'hydrolyse pepsique de la laine (tcmpérature 37°C),

Laine : N total : 16,55 %.
Soufre (thiol + disulfure) : 3,13 %; Tyrosinc 5,57 %.

| N solubilisé an % de N total iS5 (thiol+disul~ Tyrosine solu=
: _ i fure)solubilisé bilisée on %
Temps Hydrolyse | Hydrolyse |en% du soufre | dec la tyrosing
popéique | sulfurique initial totale
/10 & 37° C :
7 jours (11 o,75/§ 3 12,2
H . S 3 E
10,25
14 jours P12 1,57, 3,2 13,3
PN A :
5
10,43
22 jours 12,3 - 3,2 13,3
43 jours 3,2

> Tyrosine

—L N solubilisé
- (popsine)

.S solubilisé

it S
o, ’%304}12)
21 jours
)
FIGURE - 19 (33 )

L

Cinétique de 1'hydrolyse pepsique d'une laine intacte.
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FIGURE - 20

Microphotographic d'unc fibre de laine apres une hydrolyse

de 16 jours”

popsique d'une durée
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Nous avons d'autre part essayé de préciser la nature de quelques polypeptides
1libérés au.cours de 1l'hydrolyse pepsique. Il est d'abord important de souli~
gner que l'hydrolysat ne donne aucun précipité par addition d'acide trichlo-
racétique, ce qui indique qu'il ne contient pas de gros polypeptides : ceci
constitue une différence trés nette d'avec les hydrolysats sulfuriques et

les hydrolysats papainique. Le fractionnement a 4té rénlisé suivant la tech-
nique de BISERTE (1952).(54); il comporte successivement des chromatographies
sur résines & échange d'ions et des chromatogrphies de partage sur colonne de
poudre de cellulose avec le mélange butanol/acide acétique comme systéme sol-
vant.

Apres la chromatographie sur poudre de cellulose, on obtient .8
sous-fractions. Nous n'insisterons que sur la composition d'une seule d'entre
elles, qui nous parait assez caractéristique. Aprés hydrolyse totale, elle
apporaft en effet particulidrement riche en leucine et en phénylalanine, En
chromatographie unidimensionnelle sur papier dans le systéme butanol/acide
acétique et aprés révélation & la ninhydrine, elle se montre principalement
. composée de 2_taches, l'une violette, ltautre bleutée, un peu moins rapide,
qui rappelle par sa coloration la tache de phénylalanine. Les comportements
chromatographiques de ces peptides s'apparentent étroitement & ceux de la

leucine et de la phénylalanineé,

On peut séparer ces deux composés sur une colonne de charbon, sui=-
vant la technique .de FROMAGEOT (1948) (55), complétée par une ultime purifi-
cation & 1'aide d'une chromatographie unidimensionnelle séparative sur papier
dans le systéme butanol/acide acétique. Aprés hydrolyse totale, la tache
"bleutée " contient les acides aminés suivants, dont les proportions relati-
ves ont été estimées sclon la régle de DENT (1948) (56): acide glutomique $10:
glycocolle :10; alanine 3105 valine :3 ; diaminés : 3 ; phénylalaonine : 20 3
leucine ¢ 20 , La tache "violette " comprend les constituants suivants :
acide glutamique : 5 ; glycicolle ¢ 5 ; alanine : 2; diaminds : 2 : leucine:10
pas de phénylalanine. Lo prédominance de la leucine et de la phénylalanine

dans ces peptides est donc évidente.

On peut, certes, expliquer ces constatations par la coexistence
possible de ces peptides et de leucine et de phénylalanine libres, surtout

de phénylglaﬁine, seul omino-acide gue DESNUELLE (1952) (57) ai% pu trouver
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a 1'état libre dans les hydrolysats pepsiques. Dans ces conditions, il fau=
drait admettre une identité absolue de comportement des peptides considérés
et des amino-acides libres, & la fois au cours de la chromatographie de par-
tage sur colonne de cellulose ou sur papier et au cours de la chromatographie
de partage sur colonne de charbon, Cette éventualité est trés pou vraisembla-
ble. Nous avons donc affaire, trés probablement, & deux peptides caractéris-
tiques et il est trés curieux de noter que l'on retrouve des peptides possé-
dant une structure voisine dans des hydrolysats pepsiques de protéines trés
différentes, comme la cristalbumine, les sérum-globulines, etc. Cette cons-
tatation est naturcllement en faveur d'une certaine spécificité d'action de

la pepsine.

B - Hydrolyse pepsique de laines modifiées par des réactifs

chimiques.

Cette premiere séric d'expériences montre donc que 1'hydrolyse de la
laine par la pepsine, dans les conditions habituellement utiliséecs pour les
protéines solubles, est trés lente et que seule une petite fraction (11 %)
de la fibre se solubilise, Cette fraction soluble a cependant une caractéris—

tique tres importente : sa pauvreté en soufre.

Dans une deuxieme série dlexpériences, nous avons essayé de mettrc en
évidence 1'influence que pouvaient avoir des modifications chimiques de la
laine, = ot spécialement la rupture de ses liaisons disulfures, - sur son

comportement vis-a-vis de la pepsine,

1) Hydrolyse pepsique de la laine "réduite ",

Les hydrolyses pepsiques sont conduites comme précédemment ( 370 .Gy
ropport cnzyme/substrat : 1 %), & cette différence prés que le milicu d'hy-
drolyse contient du bisulfite de sodium & unc concentration sensiblement
4/10 (pH = 1,8).

PHILLIPS (1946) (58) o montré que le bisulfitc de sodium coupait unc

portie des liaisons disulfures de la laine en donnant des groupcments thiols
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¢t S-cystéine-sulfonate de sodium ( voir lére partie, chapitre 11).

Tous avons suivi la libération de 1l'azote et du soufre (thiol +

disulfure), que nous avons résuméc dans le tablecau X1V,

TABLEAU - X1V

Cinétique de 1o solubilisation de 1l'azote et du soufre (thiol - disulfurq)

au_cours de 1'hydrolvsc pepsicuc en préscnce du bisulfite de sodium
( température 37 ° ¢).

| W solubilisé on% de | S ( thiol + disulfure)

Temps : N total i solubilisé en % de
: : S total
1 jour g 14,4 % 10,3
2 jours 27,3 25,4
3 jours E 38,8 % -
5 jours 1/2 58,3 ) 54
10 jours 63,4 72

Rénouvellement du milieu E
d'hydrolyse + 16 jours | 76

I1 cst frappant de constater que, dans ces conditions, 1l'attaque
de la laine est trdés importante : elle atteint, en effet, 68 % de 1'azote
total en 10 jours. En renouvelant le milieu d'hydrolysec (popsine, bisulfite
de sodium et acide sulfurique) et en prolongecant le contact encore 16 jours
a 37° C, la solubilisation sc poursuit ct 1'on arrive & 76 % dc 1l'azote to-
tel. Le résidu inattaqué cst constitué par les cellules corticales de la fi-
bre ot des fragments de la cuticule. La fraction solubiliséc est donc essen-

ticlloment constituée par le ciment intcrcollulairc(voir figurc 21),

T1 est intéressant de faire également remarquer que lec bisulfite
n'inhibe pas l'activité enzymotique de la pepsine, bien quc ce réductcur
coupc vraisemblablement certains ponts disulfures de 1l'cnzyme. KERN ct

HERRIQT (1953) (59) ont d'ailleurs signalé que la pepsine conscrvait toute
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FIGURE - 21

Microphotographie d'une fibre de laine aprés hydrolyse pepsique en milieu bisulfite

10 jours).

o

’

Turdo

fum (

d

de so0



-151=

son activité quand un de ses ponts disulfures était rompu. La rupturc des

deux autres ponts provogue au contraire 1l'inactivation,

L'étude électrophorétique sur papier, en tampon véronal de pH 8,6,
des peptides libérés a différents temps d'hydrolyse, révéle la préscnce de
plusicurs fractions distinctes (voir figure 22). On distingue notamment une
fraction lente trés homogéne (zone 1) et une fraction plus complexe, hétéro-

gene, qui représente un cnsemble de nombreux types de peoptides.

3
\ Laine réduite
Pepsine
V' (641.)
i
\

pH =8,6

FIGURE - 22

Electrophorégramme dtm hydrolysat pepsique de laine,

Alors quec, dans 1l'hydrolyse pepsique en l'abscnce de réductour, la
petite fraction solubilisée (11 %) ost pauvre en soufre (thiol + disulfure),
il cst frappant de constater g 'en présence de bisulfite il y o un parallé-
lisme constant entre les cinétiques de solubilisation de 1l'azote et du soufre
( tobleauw X1V). Les froctions solubilisées ont sensiblement la méme tencur en

soufre que la laine initiale.
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2 ) Hydrolyse pepsiguc de la laine "oxydée M.

Si la récuction des lisisons disulfures de la lainc permet a la
pepsine d'hydrolyser 76 % de la fibre, on pouvait prévoir que l'oxydation de

cos nlmes linisons devait avoir wn offet du méme ordre.

Nous avons oxydé lo laine par la technique d'ALEXANDER (1950) (60):
2 grammes de laine sont plongéds pendant 24 heurcs, & la température du labo-
ratoire, dans 50 ml d'unc solution d'acide peracétique & 2 %; lo lainc est
ensuitc lavée abondamment & l'cou distillée; il ne se produit aucunc disso-
lution des fibres au cours du traitement. Nous avons vérifié que cctte laine
oxydéc ne contenait plus de soufre (thiol + disulfure). Lo lainc oxydée cst
hydrolysée par lo pepsine dans des conditions identiques & celles utilisées

pour lo laine intacte ( cn l'abscnce de bisulfite).

Le tableau XV résume la progression de lthydrolyse en fonction du
temps. La . comparaison decs tableaux X1V et XV montre quc l'hydrolyse par la
pepsine dtune "laine oxydée " est beaucoup plus rapide que celle d'unc "loine
réduite " (+). Par ailleurs, on n'observe & aucun moment unc libération de
ccllules corticales, comme avec la laine intacte ou avec la "loinc réduitc ",
ct on obtient finclcment un résidu inattaquable par l'enzyme qui a 1l'aspect
de la "subcuticule " A'ALEXANDER.

TABLEAU - XV

( voir page suivante )

(+) L'hydrolyse,par 1ltacide sulfurique décinormal & 100 © C, d'unc lainc

"~ Voxydée " cst égalcment beducoup plus rapide que celle d'une laine non
traitée. En 5 heurcs 45 % de 1'azote total de la laine oxydée sont passés

cn solution, tandig quc dans les mémes conditions, 6 % sculcment sont solu-
bilisés & partir d'unc laine non traitée ( tablecau V). On constate toujours
lo 1libération préférenticlle d'acidc aspartique et 1l'apparition de "polypep-
tides thermosolubles ',
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TABLEAU - XV

Cinétique de la solubilisation de la "laine oxydéc " au cours de 1'hydrolyse

Eegsigu . (+)

[ T omps é Loine solubilisée en %  (4++)
; i
! 2 jours é 61,5
! % jours é 73,1
} 5 Jjours é 85,4
5 10 jours E 91,7
25 jours % 91,7
(+) La solubilisation de la lainc oxydée par S04Hp N/10 & 37° ¢ en 1'abscnce
de pepsine cst négligeable (2,6 % en 3 jours).
(++) Déterminéc par pesée du résidu insoluble dans le milicu dthydrolyse.

|
r

3) Hydrolyse pepsiouc de la DNP-laine.

SANGER (1945) (61) a montré que le 2-4 dinitrofluorobenzéne réagit
sur les groupements aminés libres des protéines, sur lcs hydroxyles tyrosini-

ques ct sur le noyau de l'histidine.

Lo technique de dinitrophénylation quc nous avons adoptéc cst la
suivante.: on traite 10 g de laine anhydre cn présence de 200 ml d'eau et
400 ml d'alcool dans lesquels on dissout 10 g de bicarbonatc de sodium ct
5 g de 2-4 dinitrofluorobenzénc; on porte & 1'étuve & 40 © C.pendant 24 houres
La lainc est alors cxtraite & 1'appareil de Soxhlet par de 1l'alcool, jusqu'a
cc que ce dernier restc incolore (1'opération durc 30 heurecs); on procddc cn-
suite & unc extraction & 1'éther pendont plusicurs heures ot finalement on
rince la loine dans unc solution d'acide acétique & 1 %, puis dons 1'cau. Le

troitement de  dinitrophénylation produit une augmentation de poids de 10,2 %.
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Cette augmentation de poids correspond & cclle que 1l'on peut attendre de la
dinitrophénylation des amino-acides N-terminaux et de ccllc de la lysine, de

1'histidine et de la tyrosinc (+).

La DNP-lainc n'est pas attaquée par la pepsine (pH 1,8) méme en
préscnce de bisulfite; au contraire, la DNP-lainc . soumisc & l'oxydation
par l'acide peracétique est devenuc hydrolysable par la pepsine, mais 1thy-
drolysc est lente : 40 % de la DNP-laine oxydée se solubilisent en 7 jours

sous l'action de lo pepsine; il n'y a pas libération de cellules corticales,

(+) Si 1'on ne procéde pas & unc cxtraction soignée, & 1l'alcool ct & 1'éther,
de 1a laine dinitrophénylée, llaugmentation de poids cst ncttement plus
importante, car la lainec adsorbe unc grosse quantité de 2,4-dinitrophénol.
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CHAPITRE V1

HYDROLYSE DE LA LAINE PAR LA PAPAINE CRISTALLISEE.

Les différents auteurs (SCHOBERL (62), BLACKBURN (63), LENNOX (64)
gui ont étudié l'action de la papainc sur la laine ont utilisé des popaines
comcrciales impurcs ou particllement purifiées. En 1954, KIMMEL ct SMITH (65)
ont décrit une méthode de préparation de la papainc cristallisée & partir de
produits commercicux : nous avons donc pensé qu'il serait intéressant d'étu-

dicr pour la premidre fois l'hydrolyse de la lainc par cet cnzyme cristallisé,

A - Préparation dc la papaine cristallisée,

Nous avons préparé la papaine cristallisée d'apres les indications
de KIMMEL et SMITH,

On mélangc dans un mortier de la papaine commerciale (+) (180 g)
avec de la célite (100 g) et du soble (150 g), on maloxe cnsuite ce mélange
avec 200 & 300 ml de cystéine 0,04 M amenés a pH 5,5 par addition de soude..
LAprés avoir laissé reposer un certain temps, on déecante lc liquide surnagoant
et on extroit de nouveau le résidu restant dans le mortier avee 300 ml de
solution de cystéine, on décante comme précédemment ot on lave le mortier
avec la solution de cystéine, de fagon & utiliser un litre de solution pour

lcs oxtractions ct lavages.

On obtient ainsi unc suspension quc 1'on filtre sur un cntonnoir
Buchner., Le filtrat est ajusté & pH 9 par addition de Na OH 1N ce qui provo-
que la formetion d'un précipité grishire que 1l'on élimine par centrifuga-
tion. Dans le liquide surnageont on ajoute du sulfate d'ammonium cristallisé
de facon & obtenir unc concentration en sel de 25 %, Cette solution est con-

servée 2 heures & 4°C, clle laisse déposer progressivement un précipité blanc

(+) qualité PROLABO, titre 80.
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que 1'on recueille par centrifugation. Ce précipité, apres avoir été lavé
par 400 & 500 ml de solution de sulfatc d'ammonium & 25 %, cst redissout
dans 600 ml de cystéinc 0,02 M (pH 7). Dans cottc solution on ajoute lento-
ment 60 g de C1l Na solide, par conservation & 4° la papaine précipite, on
centrifuge de nouveau, en chambre froide, ct le solidc recueilli cst mis en
suspension dans 100 ml de cystéine 0,02 M (pH 6,5); & 4°-cctte suspension

cristallisc nettement,.

Ctest cotte suspension de papaine cristallisée quc nous avons uti-

ligée dans nos expéricnces d'hydrolyse.

B - Hydrolysec papainique dec la laine en préscnce

de bisulfite.

LENNOX (1952) (66)a montré que la papafne cn 1'absence dlagent ré-
ductcur n'hydrolysc pas la laine, .car l'agent réductcur réalise & la fois
unc indispensablc activation dc l'enzyme et unc augnentation de lo réactivité

du substrat par rupturc des liaisons disulfurcs,

Nous avons donc étudié la cinétique de la solubilisation de laine,
par la papaine cristallisée, dans les conditions suivantes., Des échantillons
de 2 g de laine (poids anhydre) sont traités par 100 ml d'une solution de
bisulfite de sodium & 1% (amende & pH 7 par addition de bicarbonate de sodiun)
contenant 0,02 g % de popaine; comme dans les essais avec la pepsine, le rop-
port cnzyme/substrat cst de 1/100. Les hydrolyses sont réalisdes & 1'étuve &
379 ¢ (+) pendant des temps voriables, Le résidu cst cnsuitc filtré sur un
cntonnoir en verre fritté, lavé abondomment & 1'ecau distillée, séché & 11é-
tuve & 105 ° C ¢t pesé. Les résultats sont résumés dans le tablecau XV1, On
peut voir quc l'hydrolyse par la papafne~bisulfite est beaucoup plus rapide
gue 1l'hydrolyse par lo pcpsine-bisulfite ( tableau XIV); mais dans les deux
cas on arrive & un résidu ( 20 & 25 %) inattaquable par 1'enzyme on milieu
réducteur, ct qui cst constitué cssentiellcement par les ccellules corticales
de la fibre,

(+) La températurc optimum d'action de la papafne est voisine de 70°C. Nous

avons cepcndant opéré & 37°C, pour pouvoir comparcr les cinétiques dthy-
drolysc avec cclles dc 1l'hydrolyse pepsique.
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TABLEAU - XV1

Cinétique de la solubilisation de la laine par la papaine

(température 37°C ).

Temps en heures % Laine solubilisée (+) en %
3,8
| 10,9
8 21,2
16 25,8
24 39,6
48 51,5
8 jours ? 59,1

-

(+) En 24 heures, mais & 70° C, 80 % de la laine se solubilisent,

C -~ Etude électrophorétique de l'hydrolysat papainique,

Cette étude a .été réalisée sur un hydrolysat de 18 heures & 70° C:
dans ces conditions, 1l'enzyme solubilise la plus grande partie de la fibre;
seules les cellules corticales ne sont pas attaquées. Cet hydrolysat, par
ajustement & pH 4, donne un précipité constitué par un polypeptide ou un
groupe de polypeptides pauvre en soufre (polypeptide A de BLACKBURN) (67).

On peut difficilement redissoudre ce précipité en milieu alcalin et son étu-
de électrophorétique s'est révélée impossible. La solution résiduelle est
dialysée dans un boudin de .cellophane pendant .six jours : on obtient de cet=
te fagon deux fractions, l'une adialysable, l'autre dialysable, La fraction
dialysable peut 8tre séparée en deux sous-fractions par passage sur une ré-
sine & échange de-cations (Amberlite IR 120, sous forme Ht ); 1l'une des
fractions est retonue et éluée par 1'ammoniaque 2 § (Dialysable A), 1lautre
n'est pas fixée par la résine (Dialysable B), Ces trois fractions (Adialyso-

ble, Dialysables A et B) ont été &tudides par électrophorése sur papier &
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pH 3,9 (tampon pyridine/acide acétique). La révélation a été obtenue par
pulvérisation de ninhydrine & 0,1 % dans le p-butanol saturé d'eau, suivie

d'un chauvffage de 15 minutes & 100°C.

Les électrophorégrammes obtenus ont été analysés & 1l'aide d'un

densitometre Photovolt, équipé d'un filtre vert & 530 m (voir figure 23)

Toutes los fractions sont trés hétérogdnes et 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 papainique de laines dont on a modifié

les liaisons disulfures.

Nous avons également comparé les cindétiques dlhydrolyse de deux

échantillons de laine dont on a modifié au préalable les liaisons disulfures.

Un échantillon de laine a été oxydé par l'acide peracétique dans
des conditions cxposées plus haut.

L'autre échontillon a été traité pendant 24 heurcs & la tempéra-
ture du laboratecire par une solution de soude 0,1 N ( rapportéa%ﬁ%fﬁaEZ%a ).
puis rincé. PHILLIPS (68) a montré quc dans ces conditions une partie des
licisons disulfures de la lainc est remplacée par des lincisons thiodthers
oul nc sont plus réductibles par le bisulfite de sodium, Effectivement, le
dosage indique quc la teneur en soufre (thiol + disulfure) de 1'échantillon
est de 1,9 % ( 1a tencur cn soufre, -thiol+disulfure,- de la lainc intacte
est de 5,13 %).

Les conditions d'hydrolyse sont celles exposées au paragraphc B,

la tompérature a été fixée a 40°C.

L'examen du tableau XV11 montre que 1'hydrolysc pepainique dtune
"loine oxydée " est beaucoup plus rapide que celle d'une "lainc réduite " ct

ceci cst tout & fait comparable & l'hydrolyse pepsique. Dans le cas de la
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loine oxydée, la solubilisation est compldte; on n'observe méme pas 1llappari-
tion de la “"subcuticule " A'ALEXANDER, comme dans 1l'hydrolyse pepsique; il
restc simplement en suspension dans 1'hydrolysat des fragments épars dtépi-

cuticulc.

TABLEAU - XV11

Cinétique de la solubilisation de laines modifides chimiquement

au cours de 1'hydrolyse papainigue (température 40°C).

! "Laine réduite " ! "Lainec oxydde " i " Laine traitée
' : par la soude "

Tomps en heures :
. solubilisée en % i solubilisée en % |

+
solubilisée en

(o}

4 21

8 27 51 14
6 o
43 ? 52 100 35

(+) Un échantillon de laine traité pendont 16 houres par une solution de
cyanure de potassium 0,1 M & 66°C cst encore plus rdsistant & 1lthydroly-—
se papainique, puisque 24 % sculement sc solubilisent cn 48 heures.

I1 cst intéressant de ropprocher ces résultats de ceux de LENNOX
(1953) (69), qui obticnt dgnlement unc solubilisation complete de la laine
par unc solution de papafnc-bisulfite, contcnant une forte proportion dfurée
(concentration 4 M en urée).

Au contraire, lorsqu'unc partie de la cystine a été remplacée par

de la lanthionine (1aine traitée & la soude ou au cyanure de potassium),

1thydrolyse papainicgue cst trés nettement ralentie,
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E - Etude électrophorétique de 1lthydrolysat papainique

de lainc oxydée.

Le polypeptide qui précipite par ajustement & pH 4 d'un hydrolysat
papainique de laine intacte, est insoluble en milieu ammoniacal ot ne peut
donc Stre étudié en Slectrophorese. Au contrairejes précipités obtenus i
PH 4 & partir d*hydrolysats papainiques de laine oxydéc sont facilement re-
dissous dans 1'ammoniaque & 2 % ( la laine oxydée cst dégalement soluble dans

1tammoniaque; voir & ce sujet ALEXANDER)(70).

Les précipités obtenus & pH 4 ont done été étudiés en électrophorgse
sur papier & pH 8,9 (durée de passage du courant 8 heurcs sous 120 Volts).

Lo révélation est obtenue par coloration & 1'Amidoschwartz 10 B,

Pour des temps courts d'hydrolyse enzymatique (4 nourcs & 40 °C), on
observe une sculc bande assez diffuse (voir figure 24); au contraire, pour
des tomps prolongés d'hydrolyse (48 hourcs), c'ost-d~dire lorsque pratique—
ment toute la laine cst solubilisée, l'aspect obscrvé est beaucoup plus hé-
térogéne : on apercoit deux groupes de composéds ( 1 et 2 de la figure 24).
Ltun (composé 1) possede unc vitesse de migration analoguc cu composé unique
obtenu dons les temps courts d'hydrolyse; 1'autre (composé 2) ost nouvelle-
ment apparu. Lo composition de ce groupe de peptides précipitables cst done
variable cn fonction.du temps, comme le groupe de polypeptides thermosolubles

isolés au cours de l'hydrolysc acide ménagée (voir plus haut),



Electrophordgrammes des précipités obtenus & pH 4 & partir dthydrolysats
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FIGURE = 24

papainiques de laine oxydée.

En haut -
En bhas

°
°
.
.

Aprés 4 heures d'lydrolyse.
Aprés 48 heurcs d'hydrolyse.
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F - Hydrolysc papainique dc la DNP-lainei

La DNP-laine, prdéparéc comme nous l'avons indiqué au chapitre V, n'cst
que tres légerement hydrolysée par la papaine-bisulfite & 40°C, puisque en
24 houres, 7 % seulcment de la protéine passent en solution : il n'y a pas
libération de cellules corticales; on observe sculement au microscopc unc
1égere modification de la surface écailleuse des fibres, qui ont tendance &
devenir lissces. Au contraire, si 1'on dissout dans la solution papefnesbisul-
fite de.1l'urdée, de fagon & obtenir une concentration 3 fois moléculaire en
urée, l'hydrolyse de lo DNP-laine devient beaucoup plus importante : en ef-
fot, en 24 heures, 70 % de la protéine passent en solution, Lthydrolysat est
fortement coloré en joune et le résidu est constitué cssensitllement par les
cellules corticales. Il est assez curieux que LENNOX (1955) (71) n'ait pas
réussi & .solubiliser unc DNP-laine dans une solution de papafne~bisulfite-
urée : l'enzyme non purifié qu'il utilise est peut &tre moins actif que no-

tre papaine cristallisée,

De 1l'hydrolysat obtenu par action du systéme papoine-bisulfite-urée
sur lo DNP-laine, on peut séparer des DNP-pcptides solubles dans 1l'alcool
isoomylique et dans le p-butanol, En électrophorése sur papier, ces DNP-pep-

tides se séparent en deux groupes distincts,
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Conclusions sur l'hydrolyse enzymatique de la laine.

L'ensemble de notre expérimentation sur l'hydrolyse pepsique et papaf-

nique de la laine nous améne aux conclusions suivantes

19)Pour des concentrations identiques en cnzyme et en bisulfite,
¢t pour la méme température d'action (37°C), la papofne est beaucoup plus
active que la pepsine : ainsi la pepsine solubilise environ 40 % de la laine
en 3 Jjours (tableau XIV), alors que la papaine solubilise cette m8me quantité
en 1 jour seulement ( tableau XV1). Si 1'on opére avec la papafne au voisina~
ge de sa températurc optimum d'action (70°C), 1l'hydrolyse cst cncore beaucoup
plus rapide.

Cependant la pepsine dégrade plus profondément les protéines de la
fibre, puisque les hydrolysats pepsiques ne précipitent pas avec l'acide
trichloracétique, alors que les hydrolysats papafniques donnent par acidifi-
cation a pH 4 un précipité gélatineux qui représente environ 10 % de la frac-
tion solubilisée. Cc précipité cst pauvre en soufre (1,6 %). Ce point ecst &
ropprocher des obscrvations que nous avons faites lors de 1l'hydrolyse sulfu-
rigue dec la laine; les hydrolysats sulfuriques conticnnent des “"polypcptides

thermosolubles " plus pauvres en soufre que la lainc dont ils provicnnent,

20) Les liaisons disulfures jouent un r8le primordial dans la sus=
ceptibilité du substrat vis-a-vis de 1'enzyme. En offct, en 1l'abscnce de tout
agent susceptible de couper les ponts disulfures, la pepsine n'hydrolyse que
11 % de 1la laine, ct la partie de la protéine & laquelle clle s'attadque est
trés pauvre en cystine. On peut méme émettre 1'hypothése que cettc fraction
solubilisée contient des ponts disulfures intrapeptidiques, commc coux qui

ont été mis en évidence dons 1l'insvline ou l'ocytocine,

Mu contraire, en présence de bisulfite, -agent réductcur qui coupe
les liaisons disulfures,- la pcpsine aussi bien que la papaine solubilisent
cnviron 75 % de la fibre et laissent un résidu constitud cssentiellement por
los cellules corticales ct des fragments de la cuticule (sans doute 1'épicu-

ticule).
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S1 ces cellules corticales ne sont pas hydrolysées par les en—
zymes en présence de bisulfite, c'est que, vraisemblablement, lc réductour
n'cst pas capable,~ pour des raisons de structure moldculaire,- dc couper les
liaisons disulfures qu'clles conticnnent (+). En effet, si 1'on oxyde toutes
les liaisons disulfures de la fibre, il n'y a jamais libdration de cellules
corticales au cours de 1'hydrolyse enzymatique ct la solubilisation est rapide
ct pratiquement totalc. De méme, lc systéme papainc-bisulfite en préscnce
d'urée (LENNOX.1951) (72) solubilise les cellules corticales : on pecut done
admettre que 1'urée, cn coupant les liaisons hydrogéne de lo protéine, -ou
des protéincs,~ constituant les ecllules, provoquc unc dislocation du réseau
mol¢eulaire permettant ainsi au bisulfite d'atteindre ot de couper les ponts

disulfures; 1l'enzymec pout alors hydrolyser les liaisons peptidiques,

3°) La dinitrophénylation rend la lainc pratiquement inattaqua~
ble par les cnzymes en milieu réducteur, ct 1l'on peut penser que les groupc-
ments dinitrophénylés fixés sur les chafnes polypeptidiques provoquent la
création de nouvelles licisons hydrogéne, qui ronforcent lc réseau molécu—
laitc ot protegont ainsi les liaisons disulfures : on préscnce d'urde, lcs
liaisons hydrogéne étant rompues, 1'hydrolysc enzymatique devient possibles
il on est de méme si 1l'on oxyde les liaisons disulfures., Il ost intéressant
de rappeler ici, que FARNWORTH (1955) (73) o montrd que dans unc lainc trai-
tée & 1l'isocyanate de phényle,les liaisons disulfures nc sont plus réactives
vis-&~vis du bisulfitec.ct des alcalis, Nous avons également constaté qu'une
DlfP-laine, oxydéspar l'acide peracétique, gonfle mais ne se dissout pas dans
1'ammoniaque 0,1 N, alors que la laine oxydée s'y dissout facilement
(ALEXANDER (74) ).

4°) Enfin, les études chromatographiques ou électrophorétiques
des divers hydrolysats enzymatiques révélent leur trés grande complexité, et
il ne semble pas possible d'isoler de ces hydrolysats des peptides suffisame
ment caractéristiques, pour que 1l'on puisse espérer obtenir de leur étude des
renseignements intéressants sur la structure de la molécule de kératine elle—

méme.,

(+) I1 est possible gue la fraction (C+D) la moins réactive de la cystine
de la laine (voir ldre partie, chapitre 11) appartienne surtout aux cel-
lules corticales.
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CONCLUSIONS GENERALES,

L'ensemble de nos recherches a porté sur 1l'étude de la structure

chimique de la kératine de laine,

L'établissement de cette structure suppose que l'on détermine la
séquence des acides aminés dans les différentes chafnes polypeptidiques et
la nature des liaisons qui peuvent exister entre ces chafnes. Actuellement,
ce travail n'a été réalisé que pour quelques protéines de structure relative-
ment simple et qui sont plutdt des polypeptides que des protéines vraies
insuline, hormone adrénocorticotrope, etc.; il a néanmoins exigé 1l'isolement

de tres nombreux peptides, obtenus par hydrolyse partielle de la protéine,

Nous ne pouvions envisager de réaliser ce travail pour la laine,
car nous n'avons, pour le moment, aucun moyen de fractionner la fibre en ses
protéines constitutives, et nous nous trouvons donc devant la nécessité peu
encourageante d'aborder les études de structure sur un mélange plus ou moinsg
complexe de kératines, Nous avons donc cherché & dégrader les protéines de
la fibre par des agents spécifiques d'hydrolyse, dans 1l'espoir d'isoler des
fragments polypeptidiques & caractéristiques suffisamment marquées, qui pour-
roient nous donner quelques renseignements sur la structure des protéines

dont ils dérivent.

C'est ainsi que nous avons pu montrer que l'acide sulfurique dé-
cinormal, agissant & la température d!'ébullition sur la laine ou sur les

cellules corticales, solubilise tres lentement une fraction azotée complexe,

comprenant des acides aminés libres, parmi lesquels prédomine trés nettement
ltacide aspartique, et un ensemble de petits et gros peptides caractérisés
par leur pauvreté relative en soufre et leur richesse en tyrosine, Apres 64
heures d'action de l'acide sulfurique, on obtient un résidu insoluble, diffi-
cilement hydrolysable, tres riche en cystine, riche en proline, pauvre en

tyrosine et presque dépourvu d'acide aspartique.
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Par ailleurs, nos résultats expérimentaux montrent trés nettement que
la résistance a 1l'hydrolyse chimique ou enzymatique provient bien de 1'exis—
tence, de 1'intégrité et de la répartition dans les chafnes peptidiques des
liaisons disulfures. Ainsi, lorsqu'on oxyde la laine par l'acide peracétique,

1'hydrolyse sulfurique ménagée devient beaucoup plus rapide.

Nos résultats sur 1l'hydrolyse enzymatique par la pepsine ou la papaine,
demontrent également 1'importance de ces liaisons disulfures. Lo pepsine n'hy-
drolyse que 10 % d'une laine dont les liaisons disulfures sont intactes, mais
il est remarquable quc la fraction solubilisée soit trés pauvre en soufre,
ct on peut supposer que les liaisons disulfures de cette fraction soluble

sont intrapeptidiques comme certaines des liaisons disulfures de 1l'insuline,

D'autre part, 1'hydrolyse enzymatique en présence de bisulfite de so-
dium libére toujours les cellules corticales qui sont inattaquables, dans
cos conditions, par la pcpsine ou la papaine; mais si 1'on . .coupe au préalable
les linisons disulfures .de la laine par oxydation (ou si 1'on opére cn milieu
réducteur en préscnce d'urée), lecs cellules corticales sont alors hydrolysées
comme le reste de 1la fibre. Or, PHILLIPS (75) (voir plus haut) a montré que
le bisulfite de sodium ne coupe qu'une partie des liaisons disulfures de la
fibre, tandis que l'acide peracétique oxyde l'ensemble de ces liaisons
(ALEXANDER) (76); dés lors, on peut conclure que la résistance de la kérati-
ne de laine, et spécialement celle des cellules corticales, & l'hydrolyse
cnzymatique est conditionnée uniquement par 1'intégrité des liaisons disul-
furcs. I1 est intéressant de rappeler ici que la chymotrypsine n'hydrolyse

completement l'insulinc qu'apres oxydation des liaisons disulfures.

Nos résultats sur 1l'hydrolyse acide ménagée des cellules suggérent
que la kératine dont elles sont formées doit avoir finalement une structure
chimique assez peu différente de celle des autres constituants protéiniques
de la fibre., Il est vraisemblable qu'elles sont plus riches en liaisons hy-
drogene (puisqu'il suffit d'ajouter de 1'urée pour que le systéme papafne-
bisulfite puisse alors les hydrolyser) et que leurs liaisons disulfures sont

plus fortement soumises & 1'emp&chement stérique.
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Représentation schématique de deux chaines polypeptidiques de la kératine,

unies par des liaisons disulfures.

En nous appuyant sur les résultats que nous venons de résumer, il nous
cst possible de proposer une représentation schématique de la structure géné-
ralec des molédcules des kiratines de laine (voir figure 25). On peut admettre
que les molécules sont formées par l'association d'un certain nombre de chaf-
nes peptidiques différentes, réunies entre clles par des ponts disulfures.
Ces ponts, dont le nombre augmente au fur et & mesure que 1'on s'éloigne de
1'oxtrémité des chalnes, forment un réseau trés dense ou niveau des régions
"médianes", en conféront & ces zones une résistance particuliérc vis-a-vis
des agents d'hydrolyse. Ces régions médioancs sont également plus riches en
prolinec. Inversement, les restes de tyrosine sont plus nombreux auvx extrémi-
tés des chalnes et restent clairsemés dans les régions centrales., L'enlévement
de la presque totalité de 1l'acide aspartique, sous forme d'amino-acide libre,

nc démolit pas cet édifice macromoléculaire, qui peut &tre formé de fragments
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de chafnes peptidiques cncore solidaires les unes des autres par de nombreu-

ses liaisons disulfures,

Lorsque les liaisons disulfures sont intactes, 1l'hydrolyse acide ou
pepsique libere préférentiellement les partics périphdriques " oxtranucléai-
res ", tandis que lo réduction et spécialement 1'oxydation font disparaitre
les zones de résistance. Il %est d'ailleurs possible que certaines liaisons

disulfures soient intrapeptidiques.

MIDDLEBROOK (1951)(77) & égaloment proposé un modéle moléculaire
comportant un certain nombre de sous-unités, ou il existait ézolement des

zones "a grande densité de cystine ",

Dtautres obscrvations viennent aussi confirmer cette hypothése, notam-
ment celles de STAHL (1950 (78), qui obtient, au cours dc la dégradation mi-

crobicnne de la lainc par Microsporum Gipseum, un "noyau" inattaquable rcpré-

sentant 55 % de 1'azote initial ot 75 % du soufre total, donc plus riche en
soufre que la laine originale. D'autre part, pour MERCER ot ses collaborateurs
(79), le cortex de la fibre serait formé de deux types différents de kératine:
unc kératinc plus stable ( le paracortex), car riche cn liaisons disulfures,
et une kératine moins stable (l'orthocortex) pauvrce en liaisons disulfurcs,
Enfin, GILLESPIE ot LENNOX (80) ont trouvé que 70 % seulcment de la kératine
dc loine se solubilisent dans le thioglycolate alcaling les 30 % rostants y
sont insolubles. Il cst également intéressant de.rappeler quc CONSDEN et
GORDON (1950) (81), en étudiant les dipeptides d'un hydrolysat particl de
laine, ont trouvé que la cystine pouvait &tre associée & n'importe quel amino-
acide, sauf toutefois a la tyrosine,

La maquettc moléculaire de la kératine de lainc que nous proposons,
avec scs régions "nucldéaires" & haute densité de cystine ct ses régions
" extranucléaires " riches cn tyrosine, nous scmble traduirc assez fidelement
1'ensemble des connaissances tres fragmentolres que nous possédons actucllo=

ment,
Nous pensons poursuivre ce travail par des essals d'isolcment, a

partir du "noyau " riche cn soufre, de peptides & cystinc d'unc longueur de
chafne suffisamment grande, on espérant que 1'étude de lour séquence cn amino-
acides fournira des renseignements sur la fréquence de l'eopparition des rési-

dus de cystine dans les chafnes polypeptidiques de la kératinc de laine,
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