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46. La rkduction des groupes nitro arornatiques lors d’une 
hydrolyse acide en presence d’hydrates de carbone 

par V. Handwerckt, E. Bu]ard e t  J. Mauron 
(8 X 65) 

L‘emploi du fluoro-l-dinitro-Z,$-benz&ne (FDNB), introduit par SANGER, offre 
une mkthode de choix permettant, dans les protkines et les peptides, le dosage des 
acides aminks posddant un groupe amino Libre. On sait toutefois depuis longtemps 
qu’une des plus skrieuses sources d’erreur provient d’une perte des DNP-amino-acides 
lors de l‘hydrolyse de la protCine. Cette perte est gbnkralement due 5 l’hydrolyse des 
DNP-amino-acides, IibCrant entre autres du dinitrophknol. NCanmoins, FRAENKEL- 
CONRAT [l] a suggkrk qu’une r4duction des groupes nitro pourrait aussi entrer en jeu, 
car une notable destruction des DNP-amino-acides est associke i la prgsence d’agents 
rbducteurs. I1 appuie son opinion sur une observation de CRAIG [2] montrant que la 
DNP-isoleucine terrninale de la bacitracine A est rCcup&tCe avec un meilleur rende- 
ment aprhs oxydation de la c y s t h e  adjacente en acide cystCique. 

D’autre part, la chimie de la nutrition rCserve le nom de alysine.disponiblea aux 
nidecules ae iysine msant partie d’une chahe protCique, mais dont 1.5 groupe &-amin& 
reste Iibre. Mais il peut amver que dans certaines conditions de tempCrature et 
d’humiditk, ce groupe rtiagisse, en particulier par condensation avec des sucres re- 
ducteurs, selon un ensemble de mdcanismes communhent appelC rCaction de 
MAILLARD [3], pour former des compostis qui rkistent i l’hydrolyse par les enzymes 
digestifs. On parle dam ce cas de tlysine bloqu&.*, car celle-ci ne peut plus aIors entrer 
dans les voies de son mCtabolisrne normal, ce que des tests de croissance sur animaux 
mettent en evidence avec m e  grande sensibilitk. Comme la lysine fait partie des 
acides amines essentiels, c’est-b-dire ceux dont l’organisrne humain est incapable 
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d'effectuer lui-meme la synthkse, on conpit l'importance de 1'Cvaluation de la lysine 
disponible dam les protdines alimentaires [4]. 

Le dosage chimique de la Iysine disponible a dtC dCveloppk par CARPENTER [5 ] :  
le FDNB, mis  en prksence de prot&es, r6agit avec les groupes amids libres de celles- 
ci; apr& hydrolyse, on sdpare 1'E-DNP-lysine des autres DNP-dkrivCs, et on la dose 
spectrophotomCtrique~e~~. Nous avons appliqd cette methode B des farines de 
Poisson, des tourteaux de graines oICagineuses, des poudres de lait, par exemple. 
Comme on peut s'y attendre en condquence de la reaction de MAILLARD, la quantitk 
de lysine disponibk dirninue en fonction de l'intensitk du traitement thermique subi 
au cours de leur fabrication industrielle, et les chiffres exprimant la lysine disponible 
sont toujours plus bas que ceux qui expriment la lysine totale, dosCe aprb hydrolyse 
acide selon la mdthode de SPACXMAN, STEIN & MOORE [6], car une partie de la Iysine 
bloquCe est rdcup6rde au cours de cette hydrolyse [4]. 

Toutefois, dans le cas d'un lait lyophilisd, dam lequel on p u t  montrer, par d'autres 
mkthodes, que toute la lysine prCsente est sous forme disponible, le dosage chimique 
de cette lysine par le FDNB donne une valeur inferieure d'environ 10% la teneur 
totale en lysine. Wne pareille diffkrence ne peut s'expliquer uniquement par Shydro- 
lyse de la DNP-lysine elle-mbe, cette hydrolyse n'en dCtruisant que queIques pour- 
cent au plus. 

Nous avons pensk qu'une autre rkaction pQUV& expliquer cette perte de DNP- 
lysine; nous avons donc CttudiC le rBIe jou6 par les sucres rkducteurs au cours de 
l'hydrolyse de ce compod et de mol&cules analogues, et rnontr6 expCrimentalement la 
reduction des groupes nitro en groupes amino. 

La base de ce travail a dkji fait l'objet d'une communication orale [7J; tout 
rhmrnent, et indkpendamment de nous, la possibiIitC d'un tel mhcanisme a Cgale- 
ment Ct6 mentionnke par EL-NOCKRASHY [S]. 

Partie exphrlmentde. - 1. Pvoduits de dhparl ef abrtuiaPo~s. Dinitro-Z,4-pht?nol, amino-2- 
nitro-4-ph&nol (8-ANP), amino-4-nitro-2-phdnol (4-ANP), diamino-2,4-phBnol (DAP) ; dinitro- 
2,4-tolu(?ne; arnino-Z-llitro-Q-toluene (2-ANT). amino-4-nitro-2-tolu&nne (4-ANT), diarnino-Z.4- 
tolubne (DAT). 

A l'exception du 4-ANP provenant de la maison EASTYAN-KODAK, tous ces produits provien- 
nent de la maison FLUKA. 11s ont tous Ctd recristallises dans l'eau, ou dam le melange eau: dthanol 
et  sont chromatograpbiquement pun. 

L'e-DNP-lysine, sou6 forme de son chlorhydrate, a B t B  synthdtisde selon POETER 8r SANGER [9]. 
2. Hydrolyses. Pour 1'8-DNP-lysine, les conditions operatoires sont precktdes dans le tableau 1. 

Des essais parallbles montrant la destruction du dinitrophenol ont Bte effectuts dans des condi- 
tions identiques. 

Les hydrolyses destides B l'andyse chromatographique ont port4 sur 200 mg de dinitrophhol 
vu ut: U u u L i U L ~ L U b i h e ,  a11 prtxiice ue s g oe Lactose, aans IUIJ rnl d'l-ICL 4 ~ ,  24 h B refhx. Dans tous 
les cas, les hydrolysats obtenus ont Bt6 filtr6s et diluds selon les besoins de l'analyse. Un Mger 
prdcipitd floconneux p u t  se former lors de dilutions ultdrieures; il a 6tC &mind par filtration. 

3. Dosage de I'E-DNP-lysine: selon la mdthode de CARPENTER [5] ldg&rement modifige. L a  
droite standard est obtenue ii partir de solutions connues d'e-DNP-lysine dans R C I ~ N  (sans chauf- 
fage I) soumises au mdme processus de dosage que les hydrolysats. 

4. CBromalogva$tkies (v. tableau 2). Dam tous les cas, les substances de r6fgrence dtaient en 
solution alcoolique. 

E-DWP-lysine et scs produits de r4duction. Solvant: butano1:acide ac8tique:eau 2: 1 : 2. Chro- 
matographie descendante, 4 h sur papier WHATMAN no 1. 
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Tableau 1. Destvuction de I‘E-DSP-lyysine lors de I’hyduolyse w i d e  (Conditions: 24 h ZI rellux dans 
100 ml HCI 6 ~ )  

B-DNP-lysine, HCI 
~ 

quantitd 
initiale destruction 

0 ’  Adjonctions mg mg /O 

poudre de lait enticr 200 20 50 
poudre de lait entier 250 20 54 
poudre de Iait entier 500 20 78 

A.  aucunc 20 2 4  

B. Castine 70 10 7 
Caseine 140 20 8 
Cas6ine 700 10 42 
Insuline 70 10 0 
Insuline 700 10 13 

C. Acide gluconique 95 10 3 
MannitoI 190 20 6 
Sarbitol 190 20 0 -  

D. Glucose 190 20 48 
Fructose 95 10 54 
Saccharose 95 10 57 
Lactose 95 10 70 
Lactose 190 20 . 65 
-4midon 95 10 51 
Acidc glucuronique 190 20 71) 

Dinitrophhol e t  ses produits de r6duction. Solvvard: butanol sat& d’eau. Conditions idcnti- 
ques. 

Dinitrotoluhne et ses produits de rkduction. Sokavrt: le melange chloroforme: acetate d’tthyle 
1:1 est saturd d’eau. On recudlle la couche inferieure (organique). A 4 vol. de cette phase, on 
ajoute 1 vol. d’kthanol B %yo. Chromatographie ascendante en couche mince de silicagel sur 
Support de polyester (rchromagrama d’EASTMAN-KODAK), 1 h 

La sbparation de 2-ANT d’avec 4-ANT est ddlicate; il est nCcessaire d’dvaporer ZL sec I’hydro- 
lysat et de reprendre par H,O distillke. Apxhs ddpdt sur la plaque. la tache de depart doit etre 
expos6e aux vapeurs d’HCI conc., p i s  drde au moins 10 min par un jet d’air froid (skchoir k 
cheveux). 

5. Rh4uliota de5 laches. Nous avons utilis6 UR rdactif spdcifique des groupcments amink aro- 
matiques (abrdviation : ”ED), formant nn colorant par diazotation et copulation [lo] 
Solution A: solution I 0,20/, de NaNO, dam HCl 0,lx.  
Solution B: solution B 0,2% de N-(napthvl-l)-dthyl8ne-diamine, ZHCI. 

Pour le dinitrophenol c t  ses produits de rdduction, nous avons 6galcmcnt utilise une solution 
+ bnri,+inP hic.~;.,mc6:, r i i i  P.. -2- -A:* - 3  I , - . - _-__.. *. a~ ‘ccL I~q Iub  L . ~ ~  ~ ~ I L H I C ’ J ,  I I M ~ ,  par ICS cuiorations 

Tableau 2. SLfmrafion chmmutogruphiqw des ddrivds aminks (conditions voir partie expirimentale) 

, ... . 

Substance Rf Couleur apres rCvClation L la NNED 

2-AKP 0,41 pourpre vif 
4-.4NP 0.28 pourpre-violet 
D N P  0,05 gris-violet: 
2-ANT 0.42 rose-orangc 
4-ANT 0.31 rose-pourpre 
DNT 0,oz gris-vide t 
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obtmues, il perrnet une confirmation supplhentaire de I’identite des taches provenant des hydro- 
lysats avec celles des substances de reference. 

Rbsultats. - 1. Agenis res#onsables de la destruclion dc 1’E-DNP-lysilte. La pre- 
mitxe sdrie dhydrolyses (tableau 1, A) a confirm6 que 1’E-DNP-lysine, lorsqu’elle est 
hydrolyske seule, ne subit qu’une destruction nkggligeable (24%).  tandis qu’en pr6- 
sence de poudre de lait entier cette destruction devient tres forte. 

I1 C t a i t  peu probable que la graisse joue un rble important; nous avons alors 
recherchk celui que jouent les protbines et les hydrates de carbone. 

Deux protdines typiques ant ktC utilisdes, la cas6ine et l’insuline (tableau 1, B). 11 
ressort des chiffres obtenus que les prothines interviennent probablement pour une 
certaine part dans la destruction de 1‘e-DNP-lysine, et que ce phCnomkne ne peut 
&tie uniquement expliquC, dans le cas de la casCine, par le faible rhsidu d’hydrates de 
carbone lids A celle-ci. Le mtcanisme en jeu nous est encore obscur et fera l’objet de 
nos recherches. Mais l’observation de CRAIG [Z] citee au d6but peut 6tre mise en rela- 
tion avec la prdsence trks probable dans la casCine des groups -SH libres de la 
cysthine [12]. Cependant, on constate qu’en presence d’une quantiti! de proteine 
Cgale A 7 fois celle de YE-DNP-lysine, la destruction de cette derniPre ne dCpasse pas 
8%. Puisque dam Ia premihre skie d‘essais les protkines du lait ne reprhentent pas 
plus de 5 fois la quantitd de-DNP-lysine, il est Cvident qu’elles ne soot pas le principal 
agent responsable de Ia forte destruction observhe en presence du lait. 

Finalement, nous avons pu faire iessortir Ie r81e essentiel jouh par les hydrates de 
carbone. Les rkxdtats (tableau 1, C et D) montrent irnmCdiatement qu’une forte 
destruction de 1’E-DNP-Iysine est toujours rtssociee i la prbsence d‘hydrates de car- 
bane rdducteurs ou qui, comme le saccharose et l’amidon, libkrent des sucres rMuc- 
teurs par hydrolyse. Au contraire, Ie mannitol, le sorbitol et l’acide gluconique, 
ddpourvus de ce carachke, n’affectent pas l’e-DNP-lysine. 

Ces faits ont Cgalement BtC confirm& sur une substance modkle, le dinitro-2,C 
phhol, dont le comportement se r6vde tout L fait identique. En effet, dans des con- 
ditions analogues aux pr6ddentes, ce produit n’a montrC aucune destruction lorsqu’il 
dtait hydrolysC seul ou en prdsence de mannitol, rnais uneimportante destruction aprb 
hydrolyse conduite en pr6sence de glucose ou de Iactose. 

Ces faits sugg6rent bien que la destruction de l‘E-DNP-lysine doit povenir d’une 
rdduction et non d’un clivage de la mo1Bcde. 

2. Mise e s  b idmce  des &ivb lamifits. I1 restait donc B ddmontrer la formation de 
fonctions aminbes aromatiques B partir des groups nitro. Nous avons d’abord 
4tudi6 cette rCaction sur deux substances modGles, Ie dinitro-2.4-phCnol et le dinitro- 
2,4-tolu&1e, que nous avons soumises chacune A m e  hydrolyse en presence de 
lactose. 

Dans les deux cas (tableau 2). l’analyse chromatographique a montrC sans 
dquivoque l’apparition des ddrivhs arninCs correspondants : le dinitro-2,4-phCnol 
donne naissance au 2-ANP (en quantitC prhpondkrante), au 4-ANP et au DAP; de 
mike le dinitro-2.4-tolu8ne forme du 2-ANT, du $-ANT et un peu de DAT; dans ce 
dernier cas, deux faibles taches suppMmentaires, montrant aussi par leur rCaction la 
pr4sence d’un group amink aromatique, n’ont pu Ctre encore identifiees. 

Enfin, les hydrolysats de l’c-DNP-lysine en presence des diverses substances 
mentionnees pIus haut ont eux aussi Ctd analyses par chromatographie sur papier. 
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L’examen des taches obtenues apr&s revelation par la NNED est en cornplet accord 
avec les constatations dCcrites ci-dessus : tandis que l’hydrolyse en prCsence de sor- 
bitol ne produit aucun dCrivC amid ,  une tache A peine perceptible (Rf 0,45) apparatt 
en prksence d’insuline; elle est encore tr&s faible avec la caskhe, tandis qu’avec le 
lactose et l’amidan, on constate la prksence de deux taches intenses (Rf 0,37 pour la 
seconde). ElIes tCmoignent bien de la rkduction d’un ou de deux groupes nitro, car 
elles sont en tout point identiques I celles que l’on obtient en chromatographiant 
paralldement une solution d’E-DNP-lysine reduite par Sn + HCL Nous ne pouvons 
pas encore prkciser lesquelles de ces taches correspondent aux deux e-aminonitro- 
phhyl-lysines isomkes et B la &-diaminoph6nyl-lysine, mais la synthbe de ces trois 
substances de rt5fCrence est en cours et fera l’objet d‘une prochaine publication. 

I1 reste dgalement k savoir si Ia reduction des groupes nitro s’effectue sous l’in- 
fluence directe de l’hydrate de carbone rCducteur lui-mgrne, ou si celle-ci est plutbt 
due A un produit de transformation de l’hydrate de carbone dans les conditions de 
l’h ydrolyse. 

Nous remercions la direction des Laboratoires pour I’autorisation de publier ce travail. Nous 
remercions dgalement le Dr HANS ULRICH WEBER, alors dtudiant en chide,  pour l’aide qu’il 
nous avait apportde dam une partie de ces rerherches. ainsi que Mr CHARLES DORMOND pour sa 
collaboration technique efficace. 

sum1 ARY 

The considerable losses of ~-(2,4-dinitrophenyI)-lysine during its acid hydrolysis 
in the presence of many foodstuffs have been shown to be principally due to the 
action of carbohydrates. 

We have demonstrated that hydrolysing aromatic nitro compounds with HC16 N 

in the presence of reducing carbohydrates gives rise to  the corresponding amino 
compounds. 

Thus, 2.4-dinitrophenol produces 2-amino4-nitropheno1, 4-amino-2-nitrophenol 
and 2.4-diaminophenol ; 2.4-dinitrotoluene produces 2-amino-4-nitrotoluene, 4- 
amino-2-nitrotoluene and 2.4-diarninotoluene. SirnilarIy, e-DNP-lysine produces the 
corresponding amino compounds. 

Laboratoires de Recherche des Produits N E S T L ~  
(Dir. Dr R. H. EGLI). 

La Tour-de-Peilz 
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