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L'~amylase ou~l,~ glucana 4-Glucanohydrolase (EC.3.2.1.1.l est présen
te dans la plupart des organismes vivants. Chez les animaux, l'enzyme est synthéti
sée et secrétée par les glandes salivaires et le pancréas exocrine, celui-ci -étant 
le principal fournisseur. 

Sur le plan physiologique, le taux cellulaire de l'~amylase dans cette 
dernière glande varie selon : 

- la composition du régime pour une espèce donnée (1,2,3,4,5), 
- la pré?ence ou l'absence de stimulants ou d' inhibi teurs endogènes ou exogènes 

(6,7,8,9,10) et ou selon l'espèce à laquelle on s'adresse (11,12,13,14). L'amylase 
pancréatique, très abondante chez les non-ruminants comme le rat et le porc, est 
par contre en très faible quantité chez les ruminants y compris le mouton (lS). . , 

Cette faible teneur du pancréas de mouton en amylase suggère qu'une partie 
de l'énorme quantité de polysaccharides ingérées serait digérée et absorbée dans 
l'intestin grêle. La sécrétion enzymatique int~stinale serait, dans ce cas, complé
mentaire de la sécrétion pancréatique (16,17). Toutefois, les capacités de l'intes
tin étant limitées, l'amidon non hydrolysé subira une fermentation microbienne dar,s 
le caecu.'ll (18). 

La qU8s'dcn que nous nous Sf;IlDles posés est de savoir en qu.oi l'arsenal 
dige·stif des polyqc1s':.'êiques diffère de celui des monoqastriques (19). Pour cerner 
une partie du pr:: ... ·)l-::'" , nous nous sommes proposés d'étudier la composition en amino-
acides ~t le pcids moléculaire de l'amylase de mouton. 

1. 11ATERIEL ET METHODES 

L'amylase pancréatique de moutons (originaire~; des Doukkalas) est obtenue 
à l'état pur selon la méthode de ETTALIBI et Al (19);l'hemogénéité de l'enzyme est 
vérifiée entre autres par électrophorèse sur gel de polyl-crylamide et par électrofo
calisatio::J. (16). 

1.1. Dosage des amino-acide5 

La solution d'amylase est hydrolysée en milieu acide (BCI 5,7 N tétradis
tillé) à 110°C pendant 24 et 72 heures. L'hydrolysat est analysé selon la technique 
de SPACKMAN et AL (20). La Thréonine et la sérine sont d{terminées par extrapolation 
au temps zéro d'hydrolyse selon la méthode de WILCOX et Il (21). Pour la valine et 
l'Isoleucine, les valeurs adoptées sont celles obtenues à 72 heures d'hydrolyse. La 
Méthionine et la C~ysteine sont déterminées sous forme respectivement de Méthionine
sulfone et d'acide cysteique après oxydation performique selon la méthode de HIRS 
(22). L'excès d'acide performique est détruit aprês ajout de quelques gouttes d'acide 
brornhydique 48 % suivant la technique de MOORE (23), Toqtefois la durée d'hydrolyse 
est ramenée à 20heures. 
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Le Tryptophane, en présence depara-Di~ethyl-Amino-Benzaldehyde, est 
dosé suivant la m~thode de SPIES et AL (16,24,25). 

1.2. Détermination du poids moléculaire 

1 • 2. 1. V' ap1t.è6 .ta. c.ompo.6Ui..on. et1. acUlM a,rn.{né6 

Trois méthodes sont utiîls~es 
• - la méthode de DELAGE (26) consiste â calculer la fonction d'écart y en 

fonction du poids moléculaire. y passe par un minimum correspondant à la valeur 
exacte du poids molécul~ire de la protéine. 

- la méthode c13ssique de BRAND et Al (27) 
- la 3ême méthode consiste à calculer la spmme des poids moléculaires partiels 

(poids mo l éculaire d'un aminc - <!Icid e) (i) que IUultiplif" le ncmbre Ni de ce résidu i 
dans la proté ine). (16) 

1.2.2. PM Uec.tJwpho~ue .w< gel. de Polya.ClI.ytam<.de en plt~.enoe de Sod.Wm 
Oodéoyt Sut6.xe IS.O.S.I 

La tec ·nniq ue de SHAPIRO et AL (28) •. rapide e t sensible, requiert peu 
de matériel (5 à 30 mj.crogramme s). Les , meilleurs résultats sont obtenus avec des 
gels de 10 % d· r~':"r:-" ].i . !.'i.de (29). Ces gels contiennent 0 ,2 \ de Per.ulfate d'AIIIllo
niwn et 0,26 % de n" l' Méthylène bisacrylamide. Les échantillons à analyser sont 
dilués dans du tampon Phosphate 100 mM, pH 7,0 ccntenant· 2\ de SDS et 2 % de 
2-Mercaptoéthanol V/V Urée 8 M (16). Ils sont ensuite carboayméthylés suivant l a 
méthode de CRESFIELV ' et 'AL (30). Des aliquotes de 10 à 20 microqrammes sont dépo
sées sur des gels déjà pr(jparés puis rc!=ouverts de 20 microlitres de Saccharose à .2 
20 %. La migration dure 4h 30mn sous une intensité de 9 m A par gel. Après ~lec
trophorèse , le bleu de bromophénol, ayant servi à visualiser le front de migration, 
est repéré avant fixation par l'acide sulfosalicylique à 20 , pendant 18 heures. 
Les bandes protéiques sont révélées par immersion des gels - pendant 4 à 5 heures -
dans une solution de bleu de coomassie 0,025 % dans l'acide acétique 7 \ fralchement 
préparé. Les mobilités électrophorétiques relatives des protéines de r é férence e t 
de l'alpha amylase pancréatique de mouton rêduites et carboxyméthylées (RCM-protéi
nes ) sont mesuré es. 

1.2.3. pM uttta.eentAi6ugatLon en g~ent de .aeehaJto.e 5-20 % 
Le méthode requiert 20 A 100 microgrammes de protéines. Les échantillons 

d'amylase de mouton et de troie prot~ines de référence (serum a lbumine, ov~lbumine 
et Trypsine)~ déposés au préalable dans des tubes contenant un gradient de saccha
rose 5-20 \, sont centrifugés! 56 000 tours/minutes pendant 18 heures à l'aide 
d'une u1tracentrifugeuse B'eckman Splnco L2-65 r éfrigérée à 4°C. 

Arrès Ultracentrifugation. les tubes en plastiqu~ du type sw-56 sont 
percés par :e f onds e t la solution, qu'ils cont iennent . est soigneusement poussée -
à l ' aid-'l d 'une seringue automatique remplie de saccharose 40 'fs coloré par une 
goutte de bleu de Méthylène à travers l a · cellule photoélectrique absorbant à 280 ~rn 
d'un den;itomètre enregistreur du type ISeO. ' 

Les spec tres sent homogènes 1 les pics sont parfaitement symétriques. 
Le maümum d'absorpti<m correspond dans ce _, cas ! un volume d'êlution. De ce fait on 
peu!. déduire la. oo1gr-'l ':.ion relative Rf' 

K = Velume d ' élution correspcndant au pic d'abSOrption maximale 
1- Volume tatal de la s olution centrifugée 
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2. RESULTATS ET DISCUSSION 

2. 1. [}<)sage OES -~CiC;.e5 aminés autres que le Tryptophane 

Les hydrolysats sont préparés en double pour des temps d'hydrolyse de 
~c: d;: 72 heures. Deux déterminations sont effectuées sur un échantillon oxydé 
par l'a=ide performique selon la technique-de HIRS (22) d'une part et la techni
çue 1:'0 HOOtŒ (23) d'autre part. 

Les résultats cbten'~s gent présentés dans le tableau 1. 

Les résultats de l'analyse d'amine-acides sont traités par la méthode de 
ca.leui mis2 e.u peint par DFLL.-:'.GE (26) pCL~r déterminer la composition en amino
acides l~ plus cohérpnte. 

soit x (inconnu) lc~ ncmb=~ de micromo18s de protéine analysée et Xi le 
nombre Où micr0mo18s d~ chaque amine-acide (il 

, .... 
où H" est le nombre. de résidus d'acides aminés d'espèce (i) dans une mole de pro
téinê. On rE:cherche x, plus grand c::rmmun diviseur des Xi' on en déduit les Ni F~t 

de là, la .?oids mrüéculz.ire. 

Si l'analyse est idéale, la relation 

Ni "" y.i/x 
n'Est Pi\9 vérifiÉe. On admet que, pour la valeur réelle de x, li'! varieble eléê'toirc 
r'. ::= x. Ix se distribue autour de N. nombre entier, le plus proche. On calcule 
alors l~ fonction d'écart l 

y 

Si l'cn fixe arbitrairement x et que l'on donne à Ni la va.leur la plus 
proch0 de ni ~ x./x, la fonction Y mesure l'écart entre la composition obtenue 
et la cc~positio5 entière la plus proche, la bonne valeur de X est celle qui .rend 
y Il'ir:dmum. 

n'autLe part, x est relié au poids mcléculair0 P. Connaissant 18 poids 
P d~ l'échantillon, 

où P, c"t le poids moléculâ.ire d'un êl., ..... iélO-2.r.idc (i), le =,oiès melécuL::ire associé 
à x êst donc P =p/x 

Dans une calculat::ic'2 à progrëJm:leS, on introduit ltès ::(. et l'intervalle 
de variation de x qui corrGsp0nd a~x ",·üc'~rs ex-t=ê'TIes att.endues f,our P. Dans notre 
cas, les v8.1eurs prises son~ 48.500 et 60.C00. On ~ntroè.uit ége.lement le pas de 
variation. Le p:rogramme d8 calcul e2t actu€:11e'":len1~ bieCl établi (31). Pour chaque 
valeur de x, la machine calcule 1(:,_s rC1p~o:rts n~ ::= Xi/X, rechercn€ l'entier Ni le 
plus proche, fcirmG Y, chancre la valeur (12 ~i: 2:-~::"e calcul 3e reproduit p."lr un-pro
cédé itératif. 

L'intérét de la méthcds es-;~ qu'on péut ~carter une ' .. raleur dont on n'est 
pas sU;:,. D.'lns notre cas, lél. valeur du Try~t.üphane dosé par une autre méthode est 
écartée. 
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Sans machine, la dé termination de chaque acide aminé est effectuée en 

postulant la présence de 3 résidus de Méthionine comme base de calcul. Il s'agit 
là du nombre minimum de résidus de Méthionine compatible avec le poids moléculai
re de l'amylase estimé à 52.000 daltons (Tryptophane non compris) 

; , 

Résidus j Nombre de résidus par mole i , 
! _ .. 

amylase de mouton Composition de 
l'amylase de , 

calculé 1 calculé intégré porc ( 33) , 
(à i 1 h) 

1 
Thr (c) 24,03 

1 

24,06 2. 23 
Ser (c) 30,12 30,20 30 ! 32 

1 
G1?C 42,67 42,91 43 38 

1 Pro 22,71 22 , 75 23 21 

1 

Gly 44,79 44 , 84 45 52 
Ala 28,70 28 ,78 29 30 

1 Val (d) , 33;49 33,54 33 , 37 
1 1/2 cys (e) 13,97 13,98 1 14 la 
: Asx 73,65 73,72 

1 
7' 6' 

1 Met (e) 3.00 2,98 3 8 

1 
Ile (d) 23,16 23,20 23 21 

! 
Lou 25,07 25,13 25 23 
Tyr 12,03 12,05 12 18 

! Phc 23.32 23 ,35 23 23 
! Lys 24,66 24,72 25 20 , 

His ! 1,47 11,50 11 9 1 
Ar9 29,09 28.12 28 27 

, 
Trp ( f) 

1 
16 , 88 , 16,88 17 16 

Total 482 475 

Résidus 
~laires l,il 1,53 

Résidus 1 
apolaires 

1 
1 

! , , , 

Tableau 1. Composition en amino-acides des amylases pancréatiques 
de mouton et de porc. 

(a) calculé avec base Met = 3 
(b) calculé selon la méthode de DELAAGE (26) 

Différence 

1 
2 
5 
2 
7 
1 
4 
4 

la 
5 
2 
2 
6 
a 
5 
2 
1 
1 

60 

(c) Ser et Thr sont déterminées par extrapolation au temps zêro 
<d) Val et Ile sont dête rminées sur d~s hydrolysats de 72 heures 
(e) Cys et Met sont dosés sous forme d'acide cyst éique et de Méthi~ine-sulfone 
(f) Trp est dosé selon l a méthode de SPIES et AL (24,25). 
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Le choix de la Méthionine qui est l'amino-acide le moins représenté 
dans l'amylase pancréatique de mouton est cdrect car le nombre entier pris 3 
est le plus proche de la valeur vraie 2,999. L'Histidine, prise comme base de 
calcul dans le cas de l'amylase pancréatique de porc (32), ne peut être prise 
dans le cas de l'enzyme de mouton à moins de prendre un nombre fractionnaire 
très voisin de 11,5. 

On peut même se passer de cette base de calcul et chercher le poids 
minimum correspondant à chaque acide aminé. Connaissant le poids moléculaire 
de l'enzyme, nous pouvons calculer assez facilement le nombre de résidus avec 
autant de précision que précédemment. 

2.2. Dosage du Tryptophane 

Le protocole K de la méthode de SPIES et Al (25) est retenu mais le 
temps de réaction est porté à 14 heures (16). Une expérience témoin est réalisée 
sur l'amylase II du pancréas de porc et l'amylase pancréatique de rat. 

Nous trouvons pour ces deux enzymes 5,44 % et 3,30 % res~ectivement 
contre 5,30 , et 3,10 % trouvés précédemment par COZZONE et Al (33) et VANDERMEERS 
et Al (34). 

Dans le cas de l'amylase pancréatiqu~ de mouton, la valeur trouvée est 
de 5,76 , en poids de tryptophane. Le calcul du nombre de résidus de Tryptopha
ne nous amène à poser les équations suivantes 
Soient A les poids moléculaire de l'enzyme, 

a le poids moléculaire minimum de l'amylase, 
52.000 le poids moléculaire de la protéine sans le tryptophane, 

b le poids moléculaire du Tryptophane, 
et x le nombre de résidus de tryptophane. 

A 
A 

a . x 

NouS pouvons écrire 

• 
• 

• 

52.000 + 
a.x 
b.x 

b.x (1 ) 

(2) 
(3) 

9 de résidus pour 
100 9 de protéine 

Connaissant les grammes 
l ' équation (3) s'écrit alors 
L'équation (1) devient donc 
d'où 
donc 

de résidus pour 100 
a.x ; b.x / 0,0576. 

52.000 = 3267,36.x -
52.000 = 3079,16.x 

x = 16,88 

grammes de protéine, 

188,20.x 

Le nombre de résidus de Tryptophane par mole d'enzyme est très proche de 17. 

2.3. Etude de la composition totale en amino-acides 

La composition de l'amylase pancréatique de mouton se caractérise, 
comme le plupart des autres amylases, par un haut pourcenage en acides aminés 
aromatiques (environ 10 % en poids de Tryptophane et de Tyrosine contre 11% 
environ dans l'amylase pancréatique de porc). 
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La teJ)eU;ç'- él~_v~ en, acides aminés acides (26 .% e n P:Oids d'Aspartate + 
Asparagine · (ASX) . et: Glutamate + Glutam.ine (91x) ""la issé prévoir pour l'amylase 
pancréatique· de ITlOl.ltqn un-paractère ,très acid..e voire 'même nettement plus acide 
que CElui 'des amylases l (2..3 ·à 24 \) -e t. II . C22 'à i3 à 24 t.) du p-ancrlias de porc 
(32) ;rt éga l ement plu's acide _que éel~ de i' a,myla.se d' Àspergi,llus oryzae (22 \c) 

(35) de pl, 3,8 (36). Ceci semble expliqÙer pourquoi l'amylase de mouton a un 
point iso81ectrique de l'ordre de 3 ,2 (16,1 9). 

Les acide s aminé s l es .moins représentés sont la Méthionine et l' His
tidinep" Ce tte pauvre té en Hdthionine e t Histidine semble ,être une carad:éristi
que de la plupart d l;'! 50< amylases. On troùvl:! _,en. poids de Mét;hionine + Histidine 

4 , 2 ~ do'lns l'amylase pancré atiquE': de porc: . 03) 
4,2 % dans l'enzyme du pancréas de lapin (37) 
5,S · ~ dans- l'amylase pancréatique de souris (38) 
5.6 t dans l'enzyme du pancréas de .rat (39) 
4 ,1 % danS"" l'ar.:.yla se· de Aspergillus oryzae (3S} 
4,3 % dans l'enzyme de Bacillus stear othe rmophilus (40). 

Dans notre travai l sur l'aroyl·ase pancréatique de mouton , nous trouvons 
une valeur de 3,6 , inférieure à celle observée pour toutes les autres amylases. 
Ceci ~st dO à la pauvret~ Çn Méthionine : e lle ne contient que 3 Méthionine s 
contre 8 ·dans l'amylase pancréatique de ?ore. De plus. le t eneur él€vée en Ty
r os1ne, Aspattate .+ Asparagine, Glutamate + Glutamlne et ·acides aminés hydroxy
lés (9,3% cn p:>ids de sérine F,tThréc:inine ;3uggère que ·· la composition e n aciàes 
aminés de l' ,'llllylase pancr éatique de mouton e st compatible· avec la formation de 
nombreuses l1aisons intramdléculaires du type Hydrogène voire m~me du typE: i o
nique ou enc·ore du type covalent ave c la partie glucidique (19).. 

Quant A l a proportion 'r e lative ·des r ésidus polaire·s et apolaires, l e s 
acides aminés polaires (Asx, Glx. Thr. Lys. et Arg) semblent prédomine r l es 
r ésidus apolaires (Val, Leu , Ile, Met, Pro e t Phe). Le rapport des· r ésidus po
laires aux r ésidus apolaire s est de 1,71 contre 1,53 pour l ' amylase de porc(33) 
Sel on la classification de HATCH (41), l' amylase pancréatiqu·e de mout on se situe 
entre les protéine s à structures hélicoidales e t les protéine s, à haut degré 
d'asymétrie . Toutefois elle se rapproche davantage de ces dernières sans sortir 
de la gamme jusque l à trouv.1e qui va de 1,44 pour l' amylase pancréatique de 
l a pi.n jusqu' à 1,81 pour l' e nzyme de Bacillus subtilis type liquéfiant. 

Enfin le t~lcau 1. montre qu'il oxiste une différence de 60 amino 
acides entre l'amylase deroouton et l' enzyme de 
porc. 

2.4. . Dét ermination du poi ds molécu.laire 

2.4.1 . D'a~è. ta méthode de VflA~GE (, 61 
Comme cel a est décrit plus haut, la fonction d'~cart 

Y " L 
i 

, 
1 , 
\ 

~1 

Ni 

, 
. l·f avec ni = xi 1 x , 
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passe par un minimum l orsque l a va l eur de x est bonne . on introduit dans la 
machine les valeurs de xi et l'interva lle de variation de x qui corr espond aux 
bornes extrêmes attendues pour l e po i ds mol éculair e par exemple 48.500 e t 
60.000. Dans ce calcul, l a va l eur trouvée pour l e Tryptoph~ne est écartée . 
Finalement, la f onction d' éca_'t't Y calculée par l a machine passe par un minimUl'll 
correspondant à un poids moléculair~ de 51.999. 

Par ailleurs, connai ssant l e nombre de r és i dus de Tryptophane, il 
est f acile de détermin~r l e poi ds mol écula ire total· de la protéine soi t 
51.999 + 17 x 1BB, 2 . 
L€ poiès mol écula ire total de l' amylase pancr éatique de mouton est donc de 
55.200 daltons. I l correspond au minimum de Y. 

Comme l e montre l e fi~urc 1 , on peut estimer l'lntervall~ de confian
ce qui entoure l e poids mol éculairü l e plus vra i s emblable comme étant constitué 
de l' e nsemble des points voisins pour lesquels nous avons Y ~ 1, SYminimurn. 
Le poids moléculaire est donc P = 55.200 + 1400 daltons. 

2. 4 . D' apr ès l a mé thode de Bra nd c t Al (2 7) 

S1 pi es t 10 pourcentage cn poids de l'en~yme du r~s1du i. de masse 
mo l écul a ire Mi, l e poids mo l éculai r e mini mum PMi min de l a pro t é ine e st 

Mi x 100 

Pi 

Connaissant le nombre r~el Ni de chacun des r és i dus i dans l' enzyme , nous 
pouvons calculer facilement l e poids mol écul aire selon l a relation 

PM = PMi . 
m,n x Ni 

Les r ésultats obtenus sont présentés rlansle tableau 2. La valeur du 
poids mol éculaire de l a prot é ine sans le Tryptophane es t estimée â 52.6 14 . En 
a j outant la contribution des r ésidus de Tryptophane nous avons obten~ 55 .775 
pour l e poids mol éculaire r Ge l èe l' amyl ase . 

D'autre part, l a somme des Mi x Ni donne la même valeur soit 55.770. 
Finalement, l e poids ~léculaire de l' amylase pancréatique de mouton détermin~ 
par cette méthode est de l' ordre de 55 . BOO + 200 daltons. 
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Fig'Ul'-e 1. D4te l'mination d~ poidl1 mo z. ~cu t aire de Z' ~m1:l l a8e 

pan."l"éat iqu e dB mou ton par La mAthode de DELAAGE (26) 

Y 

, . 
0.010 

0.005 

1.Symi", ___ ~ ~ __________ _ 

, 
vmin . __ ___ ___ ~ __ 

, 

5~2 



i 
1 

i 

1 

1 

;.mino 
ac:'de 

Asx 

Thr 

Ser 

Gly. 

Pro 

Gly 

Al. 

val 

Cys 

Met 

n e 
Leu 

Tyr 

Phe 

Lys 

His 

Arg 

1 Total 

1 
Moyenne 

sans Trp. 

, 
Trp 

Moyenne 

avec Trp 

g èe r ésidus 
pour 100.; de 
protê1ne sans 

'Trp. 

16,36 

4,70 

. 5,09 

10,66 

4.27 

5,02 

3,98 

6,43 

4,06 

0,94 

5,06 

5,48 

3,77 

6,60 

6 ,09 

3,03 

8,43 

99,97 

. S,76 

\ 
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1 . 

1 Poids . molécu- j 
calaire min. 
sans Trp 

715,7 

2 193,6 

l 750,5 

229,8 

2 3?0,8 

1 177,2 

1 836,6 

1 573,8 

3 722,4 

17 574,4 

2 276,6 

2 102,1 

<1 381,9 

2 260,6 

2 137,9 

4 594,0 

1 876,6 

3 267,3* 

Nanbre de 
par 

trouvé 

73,6 

24,0 

JO,l 

42,8 

22,7 

44,7 

28,7 

33,4 

13,9 

3,0 

23,1 

25,0 

12,0 

23,3 

24,6 

11, ,1 

28,0 

16,B 

1 1 

résidus 1 Poids molécu-I 
mole 1 1aire s~ns 
proche de! Trp. l' 

l'entier: 1 

74 

2. 
30 

43 

23 

45 

29 

33 

14 

3 

23 

25 

12 

23 

25 

11 

28 

17 

i 52.675,3 

! 52.646,4 
1 i 52.690,0 

, 52.635,4 , 
: 52.682,1 

, 

52.620,8 

52.710,4 

! 52.722,3 , 
i 52.436,3 

1 52 • 723 ,5 

, 52.589,4 

[ 52,552,5 

52,582,8 

. 52.671,9 

152.592,0 

52.371,6 

52.544,8 

52.614 , 

• 55.544 

55 715* 

, 

8.618,5 

2.474,4 

2.681,9 

5.611 ,0 

1 2 • 249 ,5 

'

2.641,7 

2.0037,9 

1 3.3"0,0 

2.138,8 

495 , 6 

2 651,1 

2 880,0 

1 982,0 

3 476,3 

3 202,9 

1 586,8 

4 429,6 

52.608,0 

3 162 

55 770* 

Tableau 2. Déte rmInation du poids l':o'léculaire de l'amylase pancréatique C::::e mouton 
d'aprOs la méthode de B~ et al (27). 

Les chiffres suivis d'un astérisque concernent les poids moléculaires de la 
protéine complète . 
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z. 4. 3. PM Uec-tltopholtu e .IVL gel d. potyaClly{amide 

La technique emp l o yée (1 6) p e rr.'let à la f o i s d ' estimer l e poids molécu 
laire e t de r~chercher l a pré s ence éventuell~ de sous- un i tés. Les échanti llons 
à ~nalyscr sont d6naturés . r éduits et carboxyméthyl és. Le tra i tement par l e SDS 
(SoèiuIT! Lod~cyl S1.:.1fate ou Sodi um -Lan r yl Sulfa t e) a pour e ffet C::e r endre nulle 
la c Ïli":;-ge propr e à c haque p~éine . De cett e façon, l es chalnes p o l ypeptidiques 
sont rendt:es ~miformé:nel'.t. a nioniques et peuvent ~tre s épe.:r ées par é l ectrophorèse 
Gr! fonct i on de leur tail lE:. 

La f. igure 2 montre l a corr~la tion linéaire qui exis t e entre 12 poids 
mo l écul air e et la mlg~~tion él~ctropnorëtique relative d~s protêi nes . Le ge l de 
poly~crylamidc:: es t cùlibr t à l' aide de qua t re protéines de poids mo l éculaire 
connus (SQrum il l bu!'tlÜ18 bov i ne , o'/a lbumine , Trypsine, Ribonucléase), 

L ' élec t rophorè s e ~G' l' amy!asQ du pancr éas de mouton montre 'me seule 
bande dont le aÇ est éga l a 0,65, Ce rés~ltat i ndique que l' enzyme se C~~poTt8 
comme cne pr o t é ine monom~~e à ch~ine polypept idique lli;iquç dont l e poi d5 rr.ol é 
ç u lair e est est i mé à ~6 . 000 + 1.000 da l tons . 

jPM x 10- 3 

ICO i 

50 
<__--- - - -, Amylase de mouton 

0 ,5 

FiS~~2 2 . Déterminat i on du poids mo l écul ai r e de l ' amyl as e panc réa tique de 
mouton pa r électrophorèse sur sel de polync r y! amide la % en 
mil ieu SDS 0,1 :t . 

Les po ids mo l écula ires appar e nts de quatre p r o t e lnes connu~s ~ont ey.pri~és 
fonctio n de l a mi gr a tion ~c l c'! t '. ve di! cha~ti;) d~s ma rque ur r. su i vants : 

1. Sci r um albumine bovine monomè~e 
2. Ova lbumine 
3. Tryps ine 
4 . Rib()nucléa'3e 

61, .000 
46.000 
24. 000 
16 .500 

e n 
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2.4.4. PaA utttace~6ugatio" e" gnad<ent de .acc~o;e 5-10 % 
Trois proté ines, la sérum albumine bovine. l'ovalbumine et 10 Trypsine, 

sont utilisées comme ~arqueurs. 100 microlitres de chaque échantillon, contenant 
20 à 100 f 9 de pro,t é lnes,) sont déposée dans des tubes en plastique préalablement 
remplis d'un gradient de s ae c harose 5-20 %. L'amylase est traitée de la même 
f a çon . 

Aprês ultracentriqugation"les tubes sont lus à 280 nm comme précédem
ment décri t . Les bandes protéiques sont repdréesqr&ee â leur migration rela tive 
définie comme étant le rapport du vo lûme d'é lutlon correspondant à l'absorption 
maximale de l a pro t é ine au vo lume total. 

En traçant la courbe repré s entant l e poids mol~culaire des marqueurs 
e n fonc tio n de leurs migrations relative s, nous pouvons dédui:t:e très facilement 
l e po ids mol~culaire de la protéine recherchée comme l'indique la figure 3. 

î PH x 10-3 

100 1 
1. Sérum albumine de boeuf monomère 

66.000 

2. Ovalbumine monomère 46.000 
1 , 

Figure 3. 

3. Trypsine 24.000 

2 

3 

Détermination du poids moléculaire 
mouton par ultracentrifugation en 

AMYLASE DE IIltrroN 

de l'amylase pancréatique de 
gradient de saccharose 5-20%. 

Nous trouvons pour l'amyla se pancr~atique de mouton un poids moléculaire 
de SB . 500 + 1 (X)() daltons. 

Dans ces conditions, l'enzyme n' a subi aucun traitement a u préalable . 
Sa partie glucidique doit donc reste r intacte (16). Or le poids moléculaire de 
la protéine e nzymatique d'aprè s la composition en acides amin6s est environ 
55.000. Donc la diffé rence 58.500 - 55 .000 donne un poids moléculaire de l' ordre 
de 3.500 qui correspondrait à la partie glucidique. 
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Les trois méthodes utilisées donnent des résultats comparables. 

J. CONCLUSION 

La composition en amino-acides de l'amylase pancréatique du mouton . 
diffè r e de celle de l'enzyme du porc par 60 résidus; elles sont similaires . 
du point de vue poids moléculaire. 
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