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RESUME

La spécificité d’action de la présure a €té étudiée en prenant comme substrats les caséines 3
et oy, bovines. L’action ménagée de I'enzyme sur la caséine (3 libére de maniére reproductible
4 peptides correspondant a I’ensemble de la molécule. Ces peptides, qui ont été isolés et identifiés,
résultent de I'hydrolyse spécifique de 3 liaisons peptidiques particuliérement labiles. Dans le
cas de la caséine o, une action intensive de la présure libére de nombreux peptides. Plus de
vingt d’entre eux ont été isolés et analysés. Les résultats obtenus montrent que la présure hydro-
lyse préférentiellement la caséine oy, au niveau des groupes carbonyles de résidus phénylalanyle
et leucyle.

Le gott des peptides ainsi obtenus a été testé de fagon & déceler une éventuelle amertume.
Onze peptides ont été reconnus amers. D’aprés leurs caractéristiques chimiques et celles des
peptides amers étudiés par différents auteurs, on peut conclure qu’'un peptide hydrophobe cons-
titué de moins de 20 résidus d’acides aminés et contenant de la leucine ou de la phénylalanine
a de fortes chances d’étre amer.

INTRODUCTION

Un gofit amer apparait assez fréquemment lorsque des protéines (protéines du
lait, du soja, etc.) subissent des actions enzymatiques. Il semble que ce gofit, dans
tous les cas étudiés jusqu’a présent, soit di a une protéolyse libérant des peptides
ou des acides aminés présentant eux-mémes une saveur ameére. Il est bien connu
que certains acides aminés présentent cette caractéristique (BERG, 1953 ; KIRIMURA
et al., 1969 ; MURRAY et BAKER, 1952 ; NEY, 1971 ; PETRISCHEK, LYNEN et BELITZ,
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1972 ; SCHORMULLER, 1968 ; SOLMS, 1971 ; STONE et NAFF, 1967) et un certain nombre
de peptides de goiit amer ont été isolés de divers hydrolysats enzymatiques de pro-
téines (ARAI ef al., 1970 ; BELITZ et SPARRER, 1971 ; FUJIMAKI ¢f al., 1968 ; GORDON
et SPECK, 1965 ; HopGES, KENT et RICHARDSON, 1972 ; MATOBA, HAvASHI et HarTa,
1970 ; MAZUR, SCHLATTER et GOLDKAMP, 1969 ; NEY, 1971 ; MINAMIURA ¢f al., 1972).
Ney a étudié toute une série de peptides synthétiques, amers ou non, et trouvé
qu’il existait une relation entre I'hydrophobicité des peptides et leur amertume
(NEY, 1971).

Au cours de la fabrication du fromage, qui nous intéresse plus particuliérement,
la présure ou les enzymes coagulantes de remplacement et les protéases des bactéries
lactiques sont les principaux agents susceptibles de provoquer, en hydrolysant les
caséines, la libération de peptides ou d’acides aminés ayant ou non une saveur amére,
Désirant élucider la spécificité de la présure sur des protéines qui constituent ses
substrats lors de la maturation du fromage, et caractériser les peptides amers
libérés, nous avons, au cours de ce travail, analysé les hydrolysats obtenus en faisant
agir la présure (EC 3.4.4.3) sur les caséines «; et B purifiées, dont la structure pri-
maire est connue (MERCIER, GROSCLAUDE et RIBADEAU-DUMAS, 1971 ; RIBADEAU-
Dumas et al., 1972).

Des conditions d’hydrolyse enzymatique différentes ont été utilisées pour les
2 caséines, o et B 1 pour la caséine oy une protéolyse poussée, pendant un temps
relativement court a permis de se placer dans des conditions grossiérement analogues
a la maturation du fromage, qui est provoquée (en partie du moins) par une quantité
faible de présure agissant pendant un temps relativement trés long.

Pour la caséine 8, des conditions identiques seront employées dans un travail
ultérieur. Nous nous sommes bornés, dans cette étude, a4 vérifier les résultats de
CrREAMER, MILLs et RICHARDS (1971) concernant I’hydrolyse ménagée de la caséine 8
par la présure : dans les conditions employées par ces auteurs I'attaque initiale de
la caséine P par la présure semble se confiner spécifiquement a quelques liaisons
particuliérement labiles. Nous avons précisé les résultats de Creamer ef al. en iden-
tifiant ces liaisons.

MATERIEI, ET METHODES

Les acides aminés provenaient de la firme NBC. La caséine totale a été préparée & partir du
lait d’'une vache homozygote pour le complexe génique ag CnB-8 CnB-»CnB selon la méthode
classique de précipitation au point isoélectrique (JENNESs ef al., 1956). Les caséines o et f3
ont été préparées a partir de cette caséine totale par chromatographie sur DEAE cellulose (MER-
CIER ¢f al., 1968). La présure cristallisée a été préparée au laboratoire selon la méthode de BER-
RIDGE et WoODWARD (1953). La présure commerciale en poudre (Hansen, activité : 500 UP/g)
a été dialysée contre I’eau pour éliminer le chlorure de sodium présent dans la préparation.

Conditions d’action de la présuve cvistallisée
sur la caséine 3B

A une solution de caséine 3 (0,87 g dissous dans 35 ml d’eaun distillée) ont été ajoutés 750 pl
d’une solution de présure (2,45 mg/ml de tampon phosphate de sodium M/20, pH 6,2). Le pH
initial du mélange était de 6,35. Au bout de 50 mn a la température ambiante, la réaction a été
stoppée par acidification a pH 2,0 avec HCIN.
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Conditions d’action de la présuve crvistallisée
sur la caséine og B

A une solution de caséine ag, (2,5 g dissous dans 100 ml d’eau distillée) ont été ajoutés 10 ml
d’une solution de présure (2,45 mg/ml de tampon phosphate de sodium M/20, pH 6,2). Le pH
initial du mélange était de 6,2. La réaction a été conduite & température ambiante. Aprés 1 h 30
le pH, qui était de 5,0, a été ajusté & 5,8 par la soude N. La réaction a été stoppée au bout de 5 h
par acidification & pH 2,0 avec HCI N.

Conditions d'action de la présurve commerciale
sur la caséine as B

A une solution de caséine as, (12,5 g dissous dans 500 ml d’eau distillée) ont été ajoutés
25 g de présure Hansen dialysée une nuit. Le pH a été ajusté & pH 4,6 par addition d’'HCl N. Au
bout de 7 h & 40°C, 'hydrolysat, trés amer, a été lyophilisé aprés arrét de la réaction par acidi-
fication a pH 2,0 avec HCI N.

Isolement spécifique des produits amers

Nous avons repris la technique d’extraction au chloroforme méthanol (2/1 ; V/V) de HaR-
WALKER et ELLIOTT (1971).

Techniques de puvification et d’analyse des peptides

Les techniques utilisées dans ce travail ont été décrites en détail ou référenciées dans nos
précédentes publications : chromatographie sur colonne et sur papier, électrophorése sur papier,
dosage des acides aminés (GROSCLAUDE, MERCIER et RiBADEAU-DUMAS, 1970), emploi des exo-
peptidases (MERCIER, GROSCLAUDE et RIBADEAU-DUMAS, 1970).

Détection de I'amertume

A cet effet un « jury » de 8 & 15 personnes, sélectionnées pour leur aptitude & détecter I'amer-
tume, a ét€ constitué. La sélection a été faite en se basant sur les résultats de tests de classement
de solutions de caféine de concentrations croissantes.

Les acides aminés ont été gotités par un « jury » de g personnes, sous forme de solutions
aqueuses & I p. 100, dont le pH avait été ajusté & 7,0. Les peptides ont également été gottés
aprés dissolution ou mise en suspension dans I'eau distillée.

Electrophovéses en gel d’amidon

Elles ont été faites & pH 8,6 en présence d’urée et de 3-mercaptoéthanol suivant la technique
d’ASCHAFFENBURG et MICHALAK (1968).

RESULTATS

I. — Godt des acides aminés de la série L

Plusieurs auteurs avaient déja étudié le gofit des acides aminés de la série L.
Cependant, au vu des résultats contradictoires qui avaient été publiés, il nous a
semblé utile de tester 4 nouveau le golit de ces acides aminés.

Nous avons noté que le goiit indiqué variait souvent d’une personne a l'autre.
Cependant les résultats ont été parfaitement concordants pour les acides aminés
suivants :
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— la glycine, 'alanine, la sérine et la proline sont sucrées ;

— la cystéine a un gofit soufré ;

— la phénylalanine, le tryptophane et l'isoleucine sont amers ;
— l'acide aspartique et I'histidine sont acides.

Par ailleurs, au moins les 2/3 des dégustateurs ont donné lesindications suivantes:

Gofit acide : Glu

Gofit « fade » : Met
Gofit sucré : Thr, Val, Lys
Gofit amer : Val, Leu, Arg
Sans gofit : Tyr, Cys-Cys

2. — Action de la préswve cristallisée sur la caséine $B

Comme I'ont montré CREAMER, MILLS et RICHARDS (1971), aprés action ména-
gée de la présure sur la caséine B I'électrophorése sur gel d’amidon a pH alcalin per-
met de mettre en évidence une nouvelle bande migrant entre les bandes caracté-
ristiques des caséines as, et . Le peptide correspondant aurait une masse molécu-
laire inférieure d’environ 2 00o daltons a celle de la caséine § (CREAMER, MILLS et
RicHARDS, 1971). Nous avons repris le travail de ces auteurs afin de mieux carac-
tériser les produits d’hydrolyse de la caséine qui résultent d’une action ménagée
de la présure.

I hydrolysat que nous avons obtenu dans les conditions mentionnées précé-
demment donnait, par électrophorése en gel d’amidon 4 pH alcalin (fig. 1), un dia-
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Fi6. 1. — Electrophorése sur gel d’amidon de I'hydrolysat

obtenu par action ménagée de la présure sur la caséine B

Tampon Trisfacide citrique pH 8,6, urée 8 M, z-mercaptoéthanol o,2 M;
tension 18 V/cm ; durée 5 h
T : témoin caséine totale de vache; I, II, III, fractions obtenues par chromatographie
de la fraction 1 (fig. 2) en présence d’urée (fig. 3).



TABLEAU I

Composition en acides aminés (hydrolyse acide de 24h)
des peptides libérés par action de la présuve sur la caséine 3

Peptide A B C D
Fragment 1-164 165-189 190-192 193-209
Composition Moles d’acides aminés/Mole de peptide
ASX it 7,46 (8) 1,20 (1) e —
Thr......oocvienn.. 7,61 (9) — — —
Ser...oiiiiiiiiiii 8,80 (13) 1,67 (2) — —
GIX ..oivviinniin. 32,22 (33) 4,40 (4) — 2,0 (2)
Pro.....oooiiiiia. 25,80 (25) 5,20 (5) — 3,5 (&)
Gly ..o, 3,01 (3) e — 2,0 (2)
Ala ...ooiiii.., 3,01 (3) 1,80 (2) e 2,9 (3}
Val ..ooiiiiiine 11,58 (13) 3,10 (3) — —
Met.......oovvvnnnn 2,06 (5) 0,80 (1) e —
Te oo ieannann.. 6,42 (7) 1,00 (1) — 1,4 (2)
Lt .ovirineninnn.n. 13,60 (17) 1,46 (2) 2,10 (2) 1,0 (1)
Tyr oo, 1,66 (2) 0,70 (1) — 0,7 (1)
Phe ................ 6,34 (7) — 0,98 (1) 1,0 (1)
Lys coviiiiienn.. 9,12 (9) 1,96 (2) — —
His ....oovvvvnnn.. 4,84 (5) — — —
ATE coiiii i 2,86 (3) + (1) — + (1)
5 o o T + (1) — — —
Action de la Ser 0,67 Gln 0,3 Ile 0,7
Carboxypeptidase A Leu 0,55 Ala 0,5 Val 0,8
Amertume —_— —_— -+ —

Les chiffres donnés pour Ser et Thr n’ont pas été corrigés et il n’a donc pas été tenu compte de la destruc-
tion partielle de ces acides aminés lors de I’hydrolyse.
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Fi6. 2. — Diagramme d’élution de I'hydrolysat

obtenu par action de la présure sur la caséine 3

Chromatographie sur une colonne (2 X 180 cm) de Sephadex G-50, en acide acétique 30 p. 100; fractions
de 5 ml; vitesse d’élutionn de 30 ml/h. Détection par mesure directe de la densité optique 4 280 nm.

Fic. 3. — Séparation des constituants de la fraction 1
de Phydrolysat de la caséine 3 par la présure

tubes

Chromatographie sur une colonne (2 X 180 cm) de Sephadex G-50 ; agent éluant : solution aqueuse d’urée
6,6 M ; fractions de 5 ml; vitesse d’élution de 10 ml/h. Détection par mesure directe de la densité

optique a 280 nm.
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gramme similaire 4 celui obtenu par CREAMER ¢t al. Par chromatographie sur Sepha-
dex G-50 en milieu acide acétique 30 p. 100 nous en avons isolé 2 fractions (fig. 2).
La fraction 1 contenait la caséine f résiduelle et le peptide de grande taille (A) corres-
pondant 4 la bande supplémentaire. Par chromatographie sur Sephadex G-50 en
milieu urée 6,6 M (fig. 3) nous avons pu séparer ces composants. La fraction 2 conte-
nait 3 peptides (B, C, D) qui ont été purifiés par électrophorése préparative a pH 1,9.
I analyse de ces peptides a permis de les localiser dans la séquence de la caséine
(tabl. 1).

3. — Action de la présure cristallisée sur la caséine osy B

Par chromatographie sur Dowex AG-50 W X 2 nous avons isolé 18 fractions
(fig. 4) que nous avons rechromatographiées sur Sephadex G-25. Quelques peptides
ont été repurifiés par électrophorése préparative sur papier a pH 1,9. L,a compo-
sition en acides aminés des peptides obtenus, les résultats de leur hydrolyse par les
exopeptidases et leur saveur, sont indiqués dans le tableau 2.

pyridine (N)

B

0,2

T T r
200 400 600 800 fubes

Fi1c. 4. — Diagramme d’élution d’un hydrolysat de la caséine os,
par la présure cristallisée

Chromatographie sur une colonne (4 X 120 cm) de résine Dowex AG-50 W X 2, 200-400 « mesh », en
tampon pyridine-acide acétique, 4 43°C. Le gradient de pH 3,1 a pH 5,0, linéaire en normalité de
pyridine, est indiqué par une ligne discontinue. Fractions de 20 ml; vitesse d’élution de 8o ml/h;
réaction a la ninhydrine effectuée aprés hydrolyse alcaline sur des aliquotes de 250 ul.

4. — Action de la présure commerciale sur la caséine os, B
Essai d’isolement des peptides amers par wun solvant non aqueux

I’extraction de I'hydrolysat par un mélange de chloroforme méthanol nous
a donné un premier fractionnement. Par purification sur Dowex AG-50 W X 2
(fig. 5), Sephadex G-25 et éventuellement électrophorése préparative sur papier
a pH 1,9, nous avons obtenu les peptides dont 1'analyse chimique et la saveur sont
indiquées dans le tableau 3.



TABLEAU 2. — Composition en acides aminés des peptides libérés

par action de la présure cvistallisée sur la caséine ag

Peptide A1 A2 A3 B 1 C1 E 1
Sephadex + + + + + -+
Electroph. — — — — — +

ASX ..., 3,67 (&) 1,18 (1) — 1,26 (1) 3,95 (4) 1,00 (1)
Thr .......... 4,35 (&) — — — 3,57 (&) 1,57 (2)
Ser .......... 3,91 (&) 3,94 (5) — —_ 3,65 (4) 0,88 (1)
GIX ..o, 3,05 (3) 4,54 (6) — 4,70 (5) 2,93 (3) 1,25 (1)
Pro .....o.... 4,50 (4) 1,03 (1) — 1,35 (1) 3,44 (5) 1,63 (2)
Gly .......... 1,56 (2) — — 1,07 (1) 2,16 (2) 1,02 (1)
Ala. .. ........ 1,20 (1) 0,91 (1) — — 1,10 (1) 0,83 (1)
Val........... — 1,29 (2) — 0,94 (1) 1,02 (1) 1,06 (1)
Met .......... + (1) — — + (1) + (1) —
Te ...ovvn... 2,00 (2) 2,06 (2) — 1,10 (1) 2,01 (2) —
Leu .......... 1,10 (1) — 1,0 (1) 1,02 (1) 2,05 (2) 1,08 (1)
Tyr oo, 0,80 (1) — — — 2,18 (3) 0,98 (1)
Phe .......... 0,70 (1) — 1,1 (1) — 1,00 (1) + (1)
Lys covvnen.. 1,00 (1) 0,95 (1) — 0,95 (1) 0,99 (1) —
His........... — — — — — —
Arg .......... — — 1,1 (1) — — —_
Trp oot + (1) — — — + 1) —
CPB ......... rien
CPA.......... Gln 0,3 Phe 0,5 Leu 0,4 Trp Phe 0,4
LAP .........
Amertume . — — + — — +
Fragment ..... 170-199 58-77 21-23 130-142 165-199 167-179

TABLEAU 2. — Composition en acides aminés des peptides libévés

pay action de la présure cristallisée sur la caséine oy

Peptide F1 F 2 F 3 F 4 G1 H1
Sephadex + + + + + +
Electroph. + + + -+ — +

ASX .......... 1,00 (1) — 0,80 (1) — 1,00 (1) 1,16 (1)
Thr .......... 1,75 (2) — — — — —
Ser .......... 0,94 (1) — 1,13 (1) — 0,95 (1) —
Glx .......... 1,05 (1) 0,81 (1) — 1,98 (2) — 3,85 (5)
Pro .......... 1,88 (2) 1,13 (1) 1,30 (1) — 1,20 (1) 1,35 (1)
Gly .......... 0,99 (1) — 0,73 (1) — 0,98 (1) 1,14 (1)
Ala........... 0,99 (1) — 2,18 (2) — 2,00 (2) 0,84 (1)
Val........... 1,03 (1) 0,93 (1) — — — 0,73 (1)
Met .......... — — — — — + (1)
He voveunnn... — — — — — 1,05 (1)
Leu.......... 1,03 (1) — — 2,00 (2) — 0,94 (1)
TYE covvannn. 2,44 (3) — 0,81 (1) — 0,92 (1) —
Phe .......... 0,99 (1) 1,13 (1) —_ — — —
Lys .......... — — — — — 0,94 (1)
His........... — —_ — — — —
Arg .......... — — — — — —
Tp ovvvvnnin. — — + (1 — + 1) —
CpPB .........
Leu 1,00

CPA.......... Phe 0,4 Gln 1,0 Glu 0,30

Leu 1,0 Glu 0,05

Leu 2,0
LAP ......... Glu 1,0 Ala

Gln 1,0 Gln
Amertume .. .. ? + — — — —_
Fragment 165-179 29-32 157-164 95-98 157-164 129-142
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TABLEAU 2 (suife I)

Composition en acides aminés des peptides libévés
par action de la présuve cristallisée sur la caséine oy

Peptide I1 J1 L 1-M1 M 2-N 2 N1 01
Sephadex + — + + + +
Electroph. — — — + + .

ASK oo 3,46 (4) — 1,30 (1) — 0,83 (1) 1,33 (1)
Thr ..o, 1,06 (1) — 1,10 (1) — — —
Ser .......... 2,30 (3) — 1,70 (2) — — 0,85 (1)
Glx ..ooonn... 6,83 (7) 0,89 (1) 51 (5) — — 4,23 (4)
Pro .......... 2,01 (2) 1,04 (1) 1,9 (2) — — 2,05 (2)
Gly ...onnn. 1,83 (2) - 1,0 (1) — — —
Ala........... 1,56 (2) 0,95 (1) 1.4 (1) — — 1,00 (1)
Val........... 3,31 (3) — 20 (2) - — 147 (2)
Met ..oooon. .. 0,63 (1) — 0,9 (1) — — —
He ooovevnnn.. 2,21 (2) — 1,9 (2 — — 0,97 (1)
Leu .......... 1,28 (1) 1,09 (1) 23 (2 1,95 (2) 217 (2) 1,18 (1)
TYr oo, — 2,02 (2) 1,0 (1) — — 0,47 (1)
Phe .......... 1,55 (2) 1,02 (1) — — 1,04 (1) —
Lys coovvvnnn. 2,98 (3) — 2,8 (4) — 1,78 (3)
His...ovvnn... - — 0% (1) — —
Arg .......... — — 1,0 (1) 1,09 (1) 0,95 (1) —
Trp ooooiilt — — — — —
CPB .........

Gly
CPA.......... Leu 0,3 Ile Leu

Glu
LAP ......... rien
Amertume .... — + — + ? ?
Fragment .. ... J 25-57 143-149 102-127 “ 99-101 19-23 102-118

5. — FEtude d’autres peptides provenant des caséines

Un certain nombre de peptides, isolés au laboratoire lors de 'étude des séquences
des caséines o, (MERCIER, GROSCLAUDE et RIBADEAU-DUMAS, 1971) et 8 (RIBADEAU-
DumMAs et al., 1972) ont été goités pour détecter une éventuelle amertume. Les
peptides suivants ont été reconnus amers :

— Provenant de la caséine as
H-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-Gln-Leu-Leu-OH séquence 92-99
H-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu-Phe-Arg-OH séquence I145-15I
H-Phe-Phe-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Gln-Val-Phe-Gly-Lys-OH

séquence 23-34

— Provenant de la caséine {3
H-Ala-Pro-Lys-OH séquence I03-105
H-Gly-Pro-Phe-Pro-Ile-Ile-Val-OH séquence 203-209
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Fic. 5. — Diagramme d’élution de la phase aqueuse obtenue aprés extraction

par le mélange chloroforme-méthanol de la caséine os, hydrolysée par la présure Hansen

Chromatographie sur une colonne (1 X 150 cm) de résine Dowex AG-50 W X 2, 200-400 « mesh », en
tampon pyridine-acide acétique, a 43°C. Le gradient de pH 3,1 a pH 5,0, linéaire en normalité de
pyridine, est indiqué par une ligne discontinue. Fractions de 5 ml, vitesse d’élution de 30 ml/h ;réac-
tion a la ninhydrine effectuée aprés hydrolyse alcaline sur des aliquotes de 250 pl.

TABLEAU 3

Composition en acides aminés (hydrolyse acide de 24 h)
des peptides libévés pav action de la présuve commerciale
sur la caséine o

Peptide 3 A 3B A 4B 4 C
Dowex Sephadex + - + - +
Electroph, — — — + +
ASX ..., 1,01 (1) — 1,11 (1) — —
Thr.o.......ooooee. 1,62 (1) — — 0,91 (1) —
Ser....... ... ... 0,89 (1) — 0,93 (1) — —
GIX ...l 1,39 (1) 1,09 (1) — 1,05 (1) —
Pro .oovevevnnn... 2,58 (2) 2,25 (2) 1,26 (1) 1,28 (1) —
Gly ... ol 1,02 (1) — 0,81 (1) 1,00 (1) 1,00 (1)
Ala ... .. ......... 1,00 (1) 0,92 (1) 1,92 (2) — —
Val ... 1,11 (1) 1,90 (2) — 1,05 (1) —
Met .............. — — — — —
e ...t — — — — —
Leu oo 1,07 (1) — — 1,11 (1) —
TYr. e 1,44 (3) — 1,10 (1) 1,67 (2) —
Phe .............. 0,94 (1) 1,78 (2) — — —
Lys..ooiiininan.. — — — — —
His .............. —_ — — — —
Arg. . .o — — — — —
Trpoooooiot. — — + (1) — —
CPA ............. Phe 0,3 Gln
Amertume ........ non gotité « suave » — —
Fragment ........ 165-179 25-32 157-164 165-172
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TABLEAU 3 (suife 1)

Composition en acides aminés des peptides libérés
par action de la présuve commerciale sur la caséine ogy

Peptide 5A 6 A 7A 8 A 9 A
Dowex Sephadex -+ + + + +
Electroph. — — — — +

— 1,96 (2) —
— — 1,04 (1)
CPA ............. Tyr 0,2 2h: Leu Leu 0,5
24 h : Leu 4 GIn
Amertume ........ non gotiité non goiité + non goiité
Fragment ........ 91-94 154-156 143-149 33-40 99-101

DISCUSSION

1. — Spécificité d’action de la présure

a) Action sur la caséine {.

Les résultats de CREAMER e¢f al. (CREAMER, MILLS et RICHARDS, 1971) indiquaient
que la masse moléculaire du peptide libéré lors de I'action ménagée de la présure
sur la caséine B était inférieure de 2 000 4 celle de la caséine 8. En se basant sur la
mobilité électrophorétique de la bande obtenue, ces auteurs concluaient que la liaison
hydrolysée se trouvait prés de 'extrémité COOH de la protéine.

Tes résultats que nous avons obtenus montrent une coupure rapide des liaisons
189-190 et 192-193 de la caséine § (fig. 6). Le calcul des masses moléculaires des
peptides 190-209 et 193-209 donne respectivement 2 233 et 1 860 daltons, qui sont
proches de 2 000. La troisiéme liaison hydrolysée, 164-165, libére le peptide 1-164
dont la masse moléculaire est de 18 978 daltons.
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Les trois liaisons hydrolysées sont les suivantes :
164-165 : Ser-Leu
189-1g0 : Ala-Phe
192-193 : Leu-Tyr

10 2
H.Arg-Glu-Leu-Glu-Glu-Leu-Asn-Val-Pro-Gly-Glu-Te-Val - Glu - Ser - Leu - Ser - Ser - Ser - (;lu-

bbb
30 Al
Glu-Ser-lie-Thr- Arg-He - Asn - Lyvs - Lys-He-Glu- Lys-Phe-Gln-Ser-Glu - Glu - Gln - Gln - Gln-
P
a0 60
Thr-Glu- Asp - Glu-Leu - GIn-Asp-Lys-1le-His- Pro-Phe-Ala-GIn-Thr-GIn- Ser - Leu - Val - Tyr-

70 R0

Pro- Phe - Pro- Gly - Pro-lle - Pro - Asn-Ser-Leu-Pro-GIn-Asn-Tle-Pro-Pro-Leu - Thr - Gln - Thr-

Rl oo

Pro-Val- Val-Val- Pro- Pro-Phe-Leu-GIn-Pro-Glu-Val-Met-Glv-Val-Ser-Lvs - Val - Lys - Glu-

110 120

Ala-Met-Ala- Pro- Lys - His- Lys-Glu-Met-Pro-Phe-Pro-Lys-Tyr-Pro-Val-Gln-Pro-Phe - Thr-
-— )

130 140

Glu=Arg-Gln -Ser - Leu - Thr - Leu-Thr-Asp-Val-Ghi- Asn-Leu-His-Leu- Pro-Pro-1eu- Leu- Leu-

tou 160

Gln-Ser - Trp - Met - His - Gln - Pro-His-GIn-Pro-Leu-Pro-Pro-Thr-Val-Met-Phe-Pro-Pro - Gin-

170 180

Ser- Val - [eu-Ser

} Leu-Ser-Gln-Ser-Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-Glu-Tys-Ala- Val - Pro-Tyr-

190 200

Pro-Gin- Arg - Asp - Met - l’m-lle-(}ln-:\la" l’Iw-I,eu-l,cuk Tyr-Glo-Gln-Pro-Val-Leu-Gly-Pro-
- -—

200

Val-Arg-Gly-Pro Phe- Fro-Tle-lle- Val-OH,
b2

F16. 6. — Séquence de la caséine BB-bovine

<«———— 5 peptides amers isolés dans ce travail
< ————-> peptides amers cités par d’autres auteurs
“ liaisons rapidement hydrolysées par la
présure.

Il est a4 noter que les résidus impliqués par leur groupe amide dans les trois
liaisons peptidiques hydrolysées préférentiellement par la présure sont tous trois
des résidus hydrophobes. Cependant, il est vraisemblable que la labilité de ces liai-
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sons peptidiques résulte en partie de la nature des résidus situés dans leur voisinage
immédiat. La caséine § contient par exemple trois autres liaisons Ser-Leu qui, dans
les conditions utilisées, n’ont pas été hydrolysées par ’enzyme.

Ces trois liaisons peptidiques étant particuliérement sensibles a U'action de la
présure, il est possible que la caséine § subisse une hydrolyse limitée dés le premier
stade de la fabrication du fromage.

b) Action sur la caséine os,.

La localisation, dans la chalne peptidique de la caséine a5, des peptides
libérés par la présure a permis d’identifier les liaisons peptidiques hydrolysées par
cette enzyme (fig. 7). La liaison impliquant le carbonyle du seul résidu tryptophanyle
interne (position 164) a été hydrolysée. Six des 8 liaisons impliquant le carbonyle
des résidus phénylalanyle (positions 23, 24, 28, 32, 153, 179) ont été également
hydrolysées. Une coupure a également eu lien au niveau de la fonction amide du
résidu phénylalanyle en position 150. En ce qui concerne les 17 résidus leucyle de
la caséine as, nous avons observé 8 coupures du c6té de la fonction carbonyle et
4 du c6té de la fonction amide. Quelques autres coupures ont été obtenues entre
des acides aminés divers : Glu-Asn ; Ile-Lys ; Gln-Glu ; Tyr-Leu ; Glu-Arg ; Ile-His ;
His-Ala ; Ala-Gln.

Il apparait donc que la présure hydrolyse préférentiellement la caséine uy au
niveau des groupes carbonyles des résidus phenylalanine et leucine, et ces résultats
corroborent ceux obtenus en étudiant U'action de la présure sur la chaine B de I'insu-
line oxydée (BANG-JENSEN, FOLTMANN et RoMBAUTS, 1964 ; FISH, 1971).

2. — Etude des peptides amers

I élucidation de la structure primaire des caséines s et B bovines a permis
de déterminer l'origine de la plupart des peptides amers isolés par divers auteurs
a partir du fromage ou d’hydrolysats enzymatiques de caséine entiére (fig. 6 et 7).
Cing de ces peptides sont des fragments de la caséine as correspondant aux seg-
ments 23-34, 145-150, I14-17, 17-21 et 26-33 de la chaine peptidique. Les deux pre-
miers fragments ont été isolés respectivement par MaToBa, HaTasHI et HaTa (1970)
et par BELITZ et SPARRER (1971), 4 partir d’hydrolysats enzymatiques de la caséine
entiére. Les trois derniers fragments ont été identifiés par spectrométrie de masse
(HopeEs, KENT et RICHARDSON, 1972) dans une fraction amére de fromage. Dans
ce dernier cas il est important de noter que I'amertume a été déterminée sur le mé-
lange de ces trois peptides. 1l est donc possible qu'un seul de ces peptides soit amer.
Deux autres peptides amers cités dans la littérature sont des fragments de la ca-
séine B correspondant vraisemblablement aux segments 203-209 et 202-209 de la
chaine peptidique. Ils ont été isolés d’hydrolysats enzymatiques de caséine entiére,
respectivement par MaroBa, HavasHI et HaTA (1970) et par MINAMIURA et al.
(1972).

Dans le présent travail, nous avons étudié 11 peptides amers, dont 8 proviennent
de la caséine as,. Deux d’entre eux avaient déja été obtenus par des auteurs précé-
demment cités (fragments 23-34 de la caséine a, et 203-209 de la caséine B). Sur les
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9 nouveaux peptides amers identifiés, trois sont des peptides obtenus lors de la
détermination de la séquence des caséines «s; et § (fragments g2-99 et 145-151 de
la caséine as; et 103-105 de la caséine B). Les 6 autres peptides (fragments 21-23,
20-32, 99-101, 143-149 et 167-179 de la caséine s, et fragment 190-192 de la caséine §
ont été isolés d’hydrolysats des caséines as, et § par la présure.

La saveur des peptides dépend manifestement de leur structure puisque seuls
certains d’entre eux sont amers. En se reportant 4 la composition en acides aminés
ou a la séquence des peptides amers actuellement connus, il est possible de dégager
certaines caractéristiques chimiques communes & ces derniers.

10 20
H.Arg - Pro- Lys-His-Pro-lle-Lys- His-GIn-Gly-Leu-Pro-Gin-Glu-Val-Leu-Asn-Glu “ Asn - Leu-

30 40
IILeu-Arg—l’he“ Phe“ \'aI-Ala-Prn—I’heul’ro-(;ln-\"al-l'he “ Gly-Lys-Glu-Lys-Val-Asn - Glu - Leu-
D e -— il
PR gy <
50 60

“ Ser - Lys- Asp - 1le - Gly - Ser - Glu - Ser - Thr-Glu-Asp-Gin-Ala-Met-Glu-Asp- Ite HL_VS - Gln - Met-

P P

70 30
Glu - Ala - Glu -Ser - 1le - Ser - Ser - Ser - Glu - Glu-1le-Val-Pro-Asn - Ser - Val - Glu " Gln - Lys - His-

[ |
P

P P P P
90 100
Ile-Gln - Lys- Glu- Asp- Val - Pro —Ser—(}lu-Arg-'l"yrlll,eu»(}ly-'l‘yr"I,eu-()lu-Gln-Leu Leu-Arg-

110 120
Leu ll Lys- Lys- Tyr-Lys-Val-Pro-Gln-Leu-Glu-lle-Val-Pro-Asn - Ser - Ala - Glu- Glu Il Arg-Leu-
r
130 140

His-Ser-Met-Lys-Glu-Gly-lle H His H Ala | Gln-Gin-Lys-Glu-Pro-Met - Ile - Gly - Val - Asn - GIn-

150 L60
Glu-Leu Ala-'l'_vr-I’he-'l‘yr~Pro-(}lu—Leu“ l’he-Arg-(}ln«Phe" Tyr-Gin-Leuf- Asp-Ala-Tyr-Pro-

-

P T ey — e
170 180

| Val-Pro-Leul} Gly-Thr-Gln - Tyr-Thr-Asp-Ala-Pro»Ser-Phe“» Ser-

Ser-Gly-Ala-Trp “ Tyr-Tyr

190 199
Asp- lle- Pro- Asn - Pro - He - Gly - Ser-Glu-Asn-Ser-Glu-Lys-Thr-Thr-Met - Pro- Leu-Trp-OH.
Fi1c. 7. — Séquence de la caséine o, B-bovine

<« ———— 5 peptides amers isolés dans ce travail
< —-—— ——> peptides amers cités par d’autres auteurs

liaisons hydrolysées par la présure
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La composition en acides aminés et I'hydrophobicité moyenne des peptides
amers provenant de la caséine et des protéines du soja ou de certains peptides amers
d’origine synthétique, sont indiquées dans les tableaux 4, 5 et 6 respectivement.
Comme l'avait déja observé Ney, les peptides amers sont hydrophobes et cette
remarque avait conduit cet auteur 4 proposer une régle permettant de prévoir
I'amertume d’un peptide en se basant sur son hydrophobicité : un peptide serait
amer lorsque son hydrophobicité moyenne est supérieure a 1 400 calories par résidu
d’acide aminé.

Toutefois, bien qu’une hydrophobicité élevée soit une caractéristique assez
générale des peptides amers, il est vraisemblable que d’autres facteurs sont impliqués
dans le gofit amer, entre autre la nature des acides aminés. On remarquera en effet
que deux des peptides amers isolés du soja font exception 2 la régle de Ney : HGly-
LeuOH et HSer-Lys-Gly-LeuOH ont une hydrophobicité moyenne respectivement
égale a4 I 210 et ggo cal./res.

L’étude des tableaux 4 et 5 donnant respectivement les compositions en acides
aminés des peptides amers isolés de la caséine et du soja, permet de faire quelques
constatations :

— aucun peptide ne contient de I'histidine ou de la méthionine ;

— certains acides aminés sont faiblement représentés : thréonine, sérine, acide
aspartique, tryptophane ;

~— certains acides aminés sont par contre trés fréquents : leucine, phénylalanine,
proline, acide glutamique.

11 faut cependant remarquer que cette distribution des acides aminés peut
résulter en partie des caractéristiques des protéines d’oil ces peptides amers sont
originaires. Par exemple la caséine a, ne contient que 2 tryptophanes, et le nombre
de peptides pouvant contenir cet acide aminé est de ce fait limité.

Les 26 peptides amers isolés de la caséine et du soja représentent au total 170
acides aminés et nous avons calculé les pourcentages respectifs des différents acides
aminés constitutifs (tabl. 7).

Dans le tableau 8, nous avons indiqué le pourcentage de peptides amers de la
caséine et du soja contenant un acide aminé déterminé, sans tenir compte du nombre
de résidus de cet acide aminé présents dans chacun des peptides considérés.

IL’examen de ces deux tableaux semble indiquer que la nature des résidus consti-
tutifs d’un peptide joue un rdle dans sa saveur; on remarquera en particulier la
fréquence de la leucine, de la phénylalanine et de la proline dans la chaine des pep-
tides amers.

Afin de vérifier si I'on observe bien un plus grand pourcentage de certains
acides aminés dans les peptides amers, nous avons fait le méme travail de compa-
raison avec les peptides amers et non amers obtenus a partir de la caséine
as; B (tabl. g). Ces calculs montrent des différences notables pour certains acides
aminés :

— forte teneur des peptides amers en phénylalanine et leucine par rapport aux
peptides non amers ;

— diminution de Asx, Ser, Glx, Ile et Lys, lorsqu’on passe des peptides non amers
aux peptides amers ;

— les autres acides aminés se trouvent & un niveau comparable dans les deux séries
de peptides.



TABLEAU 7

Pourcentage des divers acides aminés dans les peptides amers du soja et de la caséine

1503 18,2
Phe o e i e 141
Pro . e 11,8
GlX e e e e e 9,4
Val, Gly ..o 7,6
S N PP 5,9
Tle, Lys, Ala ...oviner ittt 4,1
A it e e e e et e 2,9
Thr, Ser oottt i e e i e 1,8
1 5 0,6
Met, His ...ttt iiienancnenns 0,0
TABLEAU 8

Pourcentage de peptides amers du soja
et de la caséine contenant les divers acides aminés

17 | 80,7
Phe .ot i e e e 69,2
Pro, GIX ..ot i i e e it 46,1
GlY et 42,3
Tyr, Val, Arg ..ot et 34,6
Al e e e e 26,9
5 P 23,0
5 PPN 15,3
ASX, SEL v vttt i e e e 11,5
L ¢ 7,6
S ¢ 3,8
Met, His ..ottt iiaenns 0,0
TABLEAU Q

Pourcentage des acides aminés dans les peptides isolés de la caséine ogy

Peptides Peptides
Acides aminés It;gsaxzs (g;n?;Z) Différence
(11 peptides) (8 peptides)
Asx .....eee. 9,2 1,7 — 7,5
Thr ............ 4,3 3,5 — 0,8
Ser ... 9,7 1,7 — 8,0
Glx .oovviiiiin, 19,5 12,2 — 7,3
Pro.....oovnn 9,2 12,2 + 3,0
Gly ..ot 4,8 5,2 + 0,4
Ala ......oaee 4,8 5,2 + 04
Val ..., 5,8 7,0 + 1,2
Met ............ 3,4 0,0 — 3,4
Ie ............. 6,3 0,0 — 6,3
Leu ............ 6,3 17,5 4 11,2
Tyr oo, 3,4 8,7 + 53
Phe ............ 2,4 17,5 + 15,1
Lys overvnnnnn. 7,3 1,7 — 5,6
His ............. 0,4 0,0 — 0,4
Arg .ol 0,9 5,2 + 4,
Trp eevvinnnn. 1,4 0,0 — 1,4
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A partir de ces différents résultats, il est possible de faire un certain nombre
d’hypothéses concernant la structure des peptides amers :

— leur taille ne doit pas étre trop élevée : jusqu’a présent aucun peptide amer
de longueur supérieure 2 25 résidus n’a été décrit. Pour expliquer cette observation,
MarToBA ¢f al. ont proposé (MaToBa, HavasHI et Hata, 1970) le schéma suivant :
dans un peptide de grande taille, la structure tertiaire du peptide est telle que les
groupements hydrophobes sont enfouis 4 1'intérieur de la molécule et de ce fait non
accessibles. Par contre, dans un petit peptide, les chaines latérales hydrophobes
sont « démasquées » et peuvent donc entrer en contact avec les récepteurs du gofit.

— leur composition en acides aminés, en raison de la présence de certains
résidus hydrophobes, leucine et phénylalanine principalement, doit étre telle que
le peptide ait une hydrophobicité assez élevée, supérieure & 1 300 suivant I'échelle
de Ney. Quelques exceptions & cette régle peuvent cependant étre trouvées. Par
exemple, le peptide H-Ser-Lys-Gly-Leu-OH décrit par FUJIMAKI est amer avec une
hydrophobicité de ggo ; le peptide de la caséine B H-Ile-Asn-Lys-OH n’est pas amer
malgré une hydrophobicité de 1 670.

En conclusion il semble donc qu’'un peptide de taille relativement faible (nombre
de résidus inférieur a 20), hydrophobe et qui contient de la leucine ou de la phényl-
alanine a de fortes chances d’étre amer.

Regu pour publication en octobre 1973.

NOTE AJOUTEE EN COURS D’'IMPRESSION

Des travaux récents de R. JAYLE dans ce laboratoire ont montré qu’au cours de
I'action primaire de la présure sur la caséine B A2, les liaisons Leu 165 Ser 166 et
Ser 166 Gln 167 sont coupées sensiblement 4 la méme vitesse. Il ne semble pas que
la liaison Ser 164 Leu 165 soit attaquée.
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SUMMARY

PROTEOLYSIS OF BOVINE os- AND B— CASEINS BY RENNIN.
A STUDY OF THE PROTEOLYTIC SPECIFICITY
OF THE ENZYME AND OF BITTER PEPTIDES RELEASED

The proteolytic specificity of rennin was studied using purified bovine og- and f-caseins.
A mild action of the enzyme on $3-casein releases four peptides. These four fragments, corres-
ponding to the whole molecule, arise from the selective cleavage of three labile peptide bonds
which were identified. More vigorous hydrolysis conditions were used in the case of ag-casein,
More than 20 peptides released by rennin were isolated and analysed. The results show a prefe-
rential breakdown at the level of carbonyl groups of phenylalanyl and leucyl residues.

The peptides thus obtained were tested for bitterness. Eleven peptides were found to be
bitter. On the basis of their chemical characteristics and those of bitter peptides already known,
bitterness may be predicted for small-sized and hydrophobic peptides, containing either phenyl-
alanine or leucine.
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