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A. INTRODUCTION 

Les dinitrophkylaminoacides (DNP-aminoacides) sont des d&rives frequemment 
employ& dans la chimie des ,prot&ines. En effet, le r-fluoro-z+@initrobenz&ne 
(FDNB) se fixe facilement & la tempkature du laboratoire et en milieu l&$xement 
alcalin sur les groupes warnin& libres d’un acide amink, d’un peptide ou d’une prot6ine. 

* Avec la collaboration technique de Mlle M. T. PICQUS? 
* l Directcur du Laboratoire : Prof. P. BOULANGFR. 
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Au tours de cette condensation, le radical dinitrophenyle peut egalement se fixer sur les 
groupements thiol de la cysteine et phenol de la tyrosine, les groupes w-amin6s des 
acides diamines, ainsi que sur le noyau imidazole de l’histidine. L’arginine, les amides des 
acides dicarboxyliques donnent un d&rive monodinitrophCnyl6 sur leur groupe a-amine. 

De t&s nombreux di.nitroph&rylaminoacides (DNP-aminoacides) sont e’th&o- 
soltibles. Cependant quelques uns, comme l’a-mono-DNP-arginine, l’acide DNP- 

cysteique, l’cc-DNP-histidine, l’e-mono-DNP-lysine, I’O-DNP-tyrosine, la S-DNP- 
cysteine, l’imidazole-DNP-histidine, sont hyd~osoZzcbZes. 

La determination de l’acide amine porteur d’un groupe a-amine libre et en position 
terminale dans une chaine peptidique s’effectue t&s souvent par la methode des 
dinitrophenylaminoacides de SANGER. 

D’autre part, les acid6 ‘s amines d’un hydrolysat total ou d’un hydrolysat en- 
zymatique (action, de, la carboxypeptidase ou de la leucine-aminopeptidase) de 
proteine peuvent.63re identifies et doses sous la forme de leurs derives dinitrophdnyles. 

L’identification et le dosage des DNP-aminoacides constituent done des pro- 
blemes analytiques primordiaux. Les mkthodes de separation sont principalement 
chromato&apl&ues. 

De nombreuses techniques de chromatographie sur colonnes ont 8th d&rites: 
chromatographie sur gel de silice (SANGER 76, PORTER ET SANGER~‘) ; sur gel de silice 
tamponn6 (BLACXBURN 12, MIDDLEBROOK~‘) ; sur Kieselguhr (MILLs~~, BRAUNITZER ET 
RE:UTHE@~) ; sur Hyflo-Super-Cel tampon& (BELL et aZ.7) ; sur acide silicique, Celite 
(GREEN ET KAYOS). Mais il est beaucoup plus commode de se servir de la chromato- 
graphie de partage sur papier. D’assez nombreux systemes solvants de valeur in&gale 
ont et& proposes. Actuellement, les separations sont facilement obtenues & l’aide 
de plusieurs types de chromatographie bidimensionnelle dont nous decrirons plus loin 
les modalites. Des methodes de chromatographie en phase invers6e ont kgalement et6 
publiees : sur caoutchouc chlore (PARTRIDGE ET SWAIN~~), sur papier a&y16 ( BURTON,~~) r 

, B. PREPARATION DES DINITROPN$NYLAMINOACIDES 

Les preparations des DNP-aminoacides de reference ont et& d&rites dans les articles 
de SANGER~“, PORTER ET SANGER 07, LEW ET CHUNG~~, FRAENKEL-CONRAT, HARRIS 
ET LEWD*, et RAO ET SOBERED. 

La preparation et les caracteristiques physiques de trQs nombreux DNP-amino- 
acides &h&osolubles sont rassemblks dans les articles de RAO ET SOBER~~ et de 
FEAENKEL-CONRAT, HARRIS ET LEV@*. 

62. Proc&& gt!n&aw de synth&e 

Deux pro&d&s commodes de synthese sent & retenir. 

T: Pro&Zk de LEVY ET CHUNG~~ 
. 

La condensation se fait en milieu aqueux et & 40”. L’aminoacide (IO mmoles) et le .’ 
carbonate de sodium anhydre (2 g) sont’ dissous dans 40 .ml d’eau a 40”. Le fluoro- 
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dinitrobenz&ne (IO mmoles) est ajout& et le melange est agiG vigoureusement, ‘la 

temp&ature &ant maintenue A 40”. Les gouttelettes de fluorodinitrobenz&ne en 
‘suspension disparaissent au bout d’une demi-heure environ, ce qui mtirque .la fin de 
la rtSaction. L’acidifkation (acide chlorhydrique concentrb 3 ml) de la solution,ora,nge 
permet la *pr&zipitation du DNP-aminoacide, dont la cristallisation est amo&e 
par frottement. La recristallisation du DNP-aminoacide se,fait A partir de melanges 
solvants spkiaux (voir Tableau I). 

TABLEAU I 

SOLVANTS POUR LA PURIFICATION ET LA CRISTALLISATION* DES DNP-AMINOACIDES 
(D’sprBs RAO ET SOBEROO) 

tither-&her de p&role (E: 30-70’) L-Alsninc, acide DL- et L-a-aminobutyrique, DL- et L-valine, 
acide DL- et L-glutamique, L-norvaline, L-isovaline, DL- et 
L-leucine, DL-, D- et L-a~~oisoleucine, DL- et L-thrdonine. 
DL- et L-aZZothr&onine, DL-methionine, DL-bthionine, L- 
cystine, S-benzyl-L-cystdine, L-phBnylalanine, DL- et 
L-proline, hydroxy-L-proline. acide DL-pipkolique 

Mbthanol aqueus Glycocolle, DL- et L-skine, L-asparagine, L-glutamine 
A&tone aqueuse Aclde y-hydroxy-L-a-aminobutyriquc. acide g-hydroxy-&- 

a-arninocaprofque. acide L-a,y-diaminobutyrique, L-arginine, 
di-DNP-histidine. 

Ac&one-&her O,N-Di-DNP-L-tyrosine, L-tryptophanne, di-DNP-L-lysine 
A&tone-&her de p&role Di-DNP-L-ornithine 
ethanol aqueus @-Al anine 

L‘ 

* En gdnkal, les DNP-DL-aminoacides cristallisent plus facilement que les d&iv& correspon- 
dant de la s&ie L, notamment pour l’acidc glutamique, la m&hionine, la leucine et la tyrosine. 

Les d&-iv& bis-dinitrophenylk (cystine, tyrosine, lysine, histidine) exigent un nom- 
bre de millimoles de fluorodinitrobemke double de celui de l’acide amin& La 
quantitB de carbonate de sodium est portCe & 4 g dans le cas de la cystiye et de la 
lysine et & 3 g dans le cas de la tyrosine, de l’histidine, de l’acide aspartique et de 
l’acide glutamique. 

2. Pro&de de RAO ET SOBEROO 

La rhaction de condensation est rkalishe en agitant l’acide amine avec le fluorodinitro- 
benz&ne en presence d’un lkger exc&s de bicarbonate de sodium pendant 2 B 5 h dans 
1’6thanol & 50% e! 9, la tempbrature du laboratoire (il est recommande d’effectuer les 
condensations ainsi que tous les stades de’la prhparation & l’obscurit8). L’alcool est 
Bliminb B la tempk-ature du laboratoire et l’exc&s de fluorodinitrobenz&ne extrait 
par agitation trois fois avec de l’kther. La solution aqueuse est acidifibe jusqu’& 
r&action nettement. acide par de l’acide chlorhydrique 6 IV. Le prkipite ou l’huile 
qui se s&pare est lav& plusieurs fois avec de petites quantitCs d’eau glacge. 

(i) Cas des, DNP-aminoacides $wt!ccifiitt% sozcs forme d’hvile., Pro&d& valable pour 
les ac@es aminks suivants de la s&ie F: valine, alanine, acide a-aminobutyrique, 
norvaline, is,ovaline, ,thGonine, aZZothr&onine, leucine, isoleucine, aZJoi@eucine, 
~#,roxyprq+e, phGtiylalanine, acide aspartique, cystine, ainsi que l’acide .DL- 
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glutamique, la DL-proline, la IX-threonine, la IX-m&.hionine, la DL-ethionine, l’acide 
DL-a-aminobutyrique, la DL-valine, l’acide rn.-pipkolique, la D-tln&onine. 

La substance est dissoute dans un grand volume d’acetone et l’on s&&e la solution 
sur sulfate de sodium anhydre. Apres filtration, on concentre la solution S un ‘petit 
volume. On ajoute un volume’ &al de benzene & la solution acetonique et on precipite 
le DNP-aminoacide par un exces d’ether de p&role (E: 3o-75”). Le derive est s&he 
sous‘ un courant d’air, dissous dans 1’Cther et precipite avdc de l’ether de p&role. 
L’etape ether-ether de p&role est rep&Se plusieurs fois jusqu’a ce que le DNP- 
aminoacide cristallise a basse temp6ratur.e. 

(ii) Cas des aNP-aminoacides ~r~ci~itt!s sozts fowne solide. Glutamine, L-shrine; 
L-tyrosine, L-tryptophanne, L-arginine, L-histidine, acide z-a,y-diaminobutyrique, 
L-ornithine, L-lysine, acide y-aminobutyrique et L-asparagine. 

Les prdcipit& sont law% a l’eau glacee et cristallisks a partir de solvants appro- 
p&s (voir Tableau I). 

b. Cas part&&em de synthkse 

I. Acide DNP-L-&tamique 

(i) Procidk de RAO ET SOBER O”. A cause des difficult& de cristallisation, les 
auteurs partent de la DNP-glutamine, facilement cristallisable, qui est hydrolyske 
une nuit avec IO fois le volume d’acide chlorhydrique 6 N et chauffee au bain-marie 
$.rsqu’a ce que le produit passe en solution. La solution refroidie a la temp&ature du 
laboratoire est placee ensuite dans un congelateur jusqu’a ce qu’une huile visqueuse 
jaune se ‘&pare, qui cristallise apres un sejour de plusieurs semaines dans le froid. 
Le DNP-aminoacide, lave & l’eau et desseche sur P20, dans le vide, se presente sous 

, 
forme d’un, solide jaune hygroscopique. 

(ii) Roc&de’ de LEVY ET CHUKG d5. L’acide L-glutamique (2.9 g) et le carbonate de 
sodium anhydre (6.0 g) sont dissous dans IOO ml d’eau & 40”. Le fluorodinitrobenz&ne 
(3.7 g) est ajoute et le melange agit& vigoureusement par un agiteur magnetique, la 
temperature etant maintenue a 40” pendant 30 min. Aprt% acidification par de l’acide 
chlorhydrique concentre, l’acide DNP-glutamique recueilli est recristallise du melange 
chloroforme-acetate d’ethyle (F: 134-136”). 

- 
z., De’rivt!~ ,de 2 ‘histidine 

i -. 

(i) a-Mono-DNP-htistidiute (compos6 presentant une reaction de Pauly positive 
etne donnant pas la reaction a la ninhydrine). Le d&iv6 monosubstitue en position 
a de l’histidine s’obtient en faisant reagir 0.5 molecule (ou moins) de fluorodinitro- 
bknz&e ,et 1.0 molecule d’histidine. Le mode operatoire adopt6 par RA~IACHANDRAN 

ET ,MCCON~ELL~~ es! le suivant : 1.917 g (0.01 mole) de monochlorhydrate de L- 
histidine et 8.4 g de bicarbonate de sodium sont dissous dans 200 ml d’eau,et on ajoute 

p.453.g (0.00~5 mole) de fluorodinitrobenz&ne dans 25 ml d’&llanol. Apr&s un’contact 

de:xi K B la temphrature du laboratoire, le ,volume est reduit sous vide & 50 ml, et le 
*PII ajuste a 6’5 par de l’acide chlorhydrique pur ajoutC avec Ejrkaution. Le pr&ipit& 

est 6limin6 par filtration et recristalli& & partir d’une solution dans le volume minimum 
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d’dthanol aqueux. Les cristaux jaunes et brillants obtenus aprQs 18 11 de &jour & 

basse temperature sont recueillis et s&h&s sous vide a 60”. F (non corrige) : 278-280” 
(decomposition). 

(ii) Di-DNP-histidine (voir plus haut). Le d&iv6 dinitrophenyld s’obtient en 
faisant reagir un exces de fluorodinitrobenzene (2.5 moles par molecule d’histidine 
d’apr&s RAMACHANDRAN ET MCCONNELLGB). Cristallisation & partir de l’acetone aqueuse. 

(iii) ~midazole-DNP-histi~~ne (compos& non colore donnant une coloration 
brune & la ninhydrine et ne prksentant pas la r&action de Pauly). La synthese est 
faitc ZI partir de l’a-acetylhistidine (synthese de BERGMANN ET ZERVAS*). Apr&s 
dinitroph&-Iylation, on hydrolyse l’ar-acetyl-mono-DNP-imidazole-histidine par 
l’acide chlorhydrique & 20% & l’kbullition (MARGOLIASH~~). On peut Cgalement 
obtenir l’imidazole-DNP-histidine apr&s hydrolyse du peptide DNP-histidylhistidine. 
Mais l’hydrolysat contient egalement de la di-DNP-histidine ,et aussi parfois de 
l’a-mono-DNP-histidine. 

3. 0-DNP-tyvosine (synthese de SANGER”) 

La N-achtyl-I.-tyrosine (0.55 g) (Du VIGNEAUD IST MEYER~~) est trait&e en milieu 
.I bicarbonate pendant 4 h avec 2.0 g de clzlorodinitrobenzene dissous dans 1’8thanol. 

AprQs acidification, il se &pare une huile qui cristallise .partiellement. La N-acetyl- 
0-DNP-tyrosine est hydrolyske 3 h a reflux avec de l’acide chlorhydrique & ‘20%. 
Apres refroidissement et evaporation & un petit volume, on obtient un precipit& 
qui est s&pare par filtration, dissous dans l’acide nitrique dilue chaud et neutralis 
avec de la pyridine, tandis qu’il est encore chaud. L’O-DNP-tyrosine cristallise en 
aiguilles blanches contenant I molecule d’eau de cristallisation (F: 202~). 

4. a-Mono-DNP-arginine (PORTER ET SANGER~‘) 

La condensation se fait en milieu ethanol aqueux. 3 moles d’acide amine, 1.1 g de 
bicarbonate de sodium sont dissous dans 14 ml d’eau. On ajoute 1.1 g (6 mmoles) de 
fluorodinitrobenzene dans 28 ml d’ethanol. Le melange est agite 2 h $I_ la temphrature 
du laboratoire et concentre pour eliminer 1’8thanol. 

Apr&s enlevement de l’ethanol du milieu reactionnel, le residu est trait6 avec ,de 
l’eau: la DNP-arginine est insoluble. Apres filtration, elle est lavee g 1’8thanol et & 
1’8ther. Elle est recristallisee B partir d’une solution d’acide chlorhydrique diluk, qui 
est neutralike par l’ammoniaque. 

5. D&riv& de l’owithine 

(i) a-Mono-DNP-ornithirce. Apr& dinitroph&nylation de la &benzoyl-ornithine 
( SANGER~), on hydrolyse l’cc-DNP-&benzoyl-ornithine. .: 

Le monochlorhydrate de IX,-ornithine (0.3 g) (d&iv& prepare a partir du bichlor- 
,I hydrate par la m&hode,de ,RI~ARD’~) est converti en son complexe!cuivrique (voir 
I &IS ‘loin, paragraphe 5 (ii)) et la solution refroidie est benzoylee de la mani&re habi- 

tuelle par 0.32 ml de chlorure de benzoyle et en presence de 6 ml~ de NaCH N.Le 
derive benzoyle insoluble est s&pare par filtration, mis en suspension dans 2 ml d’eau 

, 
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et trait& par l’hydrogene sulfur& La solution est port&e & l’ebullition et filtree chaude. 
Apres concentration du titrat a 5 ml environ, la &benzoyl-Dr..-ornithine cristallise 
(0.14 g).' Ehe, est’ mise en suspension dans z ml d’eau contenant 0.3 g de bicarbonate 
de sodium et a&& pendant 2 h avec une solution de 0.2 ml de fluorodinitrobenzene 
dans 4 ml d’hthanol. Apres 61imination de l’bthanol sous pression reduite, l’exces de 
fluorodinitrobenzene est enleve par l’ether sulfurique ‘et la solution est acidifiee. 
L’a-DNP-6-benzoyl-DL-ornithine precipite immediatement sous la forme d’un solide 
amorphe (rendement = 0.2 g). L’enlevement du groupe benzoyle se fait par chauffage 
pendant 4 jours S 105 O dans un tube scelle sous vide avec un melange de 2 ml de HCl 
IO N et de 2 ml d’acide acetique pur cristallisable. Apres refroidissement, la solution est 
Bvaporee & siccitC et le residu dissous dans l’eau. Le produit non hydrolyse (quelquefois 
en quantite importante) est extrait par l’acetate d’ethyle et, apres neutralisation 
de la solution aqueuse avec de la pyridine, l’a-DNP-ornithine cristallise (F: zz$O). 

Plutot que d’avoir recours a la technique prdcedente, nous preferons dinitro- 
phenyler la karbobenzoxy-DL-ornithine (voir paragraphe 6 (i), la preparation’ de 
,l’s-carbobenzoxy-lysine) et enlever le groupement carbobenzoxy par hydrolyse par 
l’acide chlorhydrique 5.6 IV B 100' pendant 24 h. 

(ii) &DlVP-L-ornithiute. Elle se pr&pare par dinitrophenylation du complexe 
cuivrique du tionochlorhydrate de la L-ornithine ( SANGER”). 

0.1 g du monochlorhydrate de L-ornithine est dissous dans 5 ml d’eau chaude et 
trait& par un exces de carbonate de cuivre. Apres filtration, la solution’ est Bvaporee 
jusqu’a un volume d’environ 2 ml et on ajoute 0.3 g de bicarbonate de sodium et une 
solution de 0.2 ml de fluorodinitrobenzene dans 4 ml d’ethanol. Le melange est agite 
pendant 2 h & la temperature du laboratoire. Le complexe cuivrique de la S-DNP- 
ornithine precipite sous la forme d’une poudre verdatre. Apres filtration et dissolution 
dans l’acide chlorhydrique dilue, la solution est trait&e par de l’hydrogene sulfur& et 
filtree. sur charbon. Apres concentration, le chlorhydrate de &DNP-L-ornithine cris- 
tallise. 11 est recristallise i partir d’une solution dans l’acide chlorhydrique N (F : 

228 O; decotiposition) . 
(iii) Di-DNP-ornithine. Elle s’obtient facilement par les methodes classiques 

(exces de fluorodinitrobenzene) , 

6. D&+ds de la lysine 

(i) a-Mono-DNP-L-Zysine. Elle peut Btre obtenue par dinitrophknylation de 

l’s-benzoyl-lysine, , de l’e-acdtyl-lysine ou de l’s-carbobenzoxy-lysine, suivie d’une 

hydrolyse specifique du groupe protecteur du radical r-amine. 

e-Benzoyl-Zysine (SANGER’~). La methode est peu commode. 

r-Acktyl-Zysine. Ce derive est prepare par la methode de N&BERGER ET SANGER~~. 

Apres ,dinitroph&nylation de l’&ac&yl-lysine, l’a-DNP-s-a.c&yl-lysine est extraite 
par l’ether de la, solution ,acide. Le deblocage du, groupe a&y1 se fait ,par l’acide 
chlorhydrique, 6 N pendant 2 h sous pression ("15 lb. steam pressure”). L’acide est 
chasse sous pression reduite et l’oc-DNP-lysine est precipitee par la pyridine (FOLKS') 

(F: 276”’ decomposition). ” ,’ ‘, .. ” 
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E-Carbobeutzoxy-L-Zysi~e. .Ce derive est prepare soit par la methode de BERGMANN 

et collD, soit,par-la mkthode de NEUBERGER.ET SANGER% . . ” 

Le monochlorhydrate de lysine (1.8 g) (prepare ,a partir du dichlorhydrate par la 
. methode d&rite .par RICE’~) est trait& en solution aqueuse $ chaud par un exc&s de 

carbonate de cuivre. L’exces de carbonate de cuivre est &mine par filtration. On 
ajoute 5 ml de soude 2 N et la solution bleu Ion& est refroidie dans la @ace. Le 
chlorure de carbobenzoxy (2 ml) et la soude 2 N (IO ml) sont ajoutks en IO portions 
pendant 30 min sous agitation, en refroidissant et en prenant soin que la solution ne 
devienne trop alcaline. Le complexe cuivrique de l’e-carbobenzoxy-lysine precipite. 
Aprek filtration, il est lav6 & 1’Bthanol et S l’eau et mis en suspension .dans 20 ml d’eau. 

On fait passer un courant d’hydrog&ne sulfur& La solution port&e ZL l’kbullition est 

G&r&e chaude et l’s-carbobenzoxy-lysine cristallise en fines aiguilles. On la recristallise 

de sa solution aqueuse. 

La dinitrophdnylation de l’r-carbobenzoxy-lysine s’effectue par les methodes 

habituelles et l’hydrolyse de l’a-DNP-s-carbobenaoxy-lysine est realisee en’ milieu 
chlorhydrique 5.6 N pendant 16 h, & 100’. 

(ii) E-Mono-DNP-lysine. Sa preparation se fait par dinitrophenylation du 

complexe cuivrique du monochlorhydrate de L-lysine (PORTER ET SANGERO’). 

La L-lysine (0.5 g) - est dissoute dans IO ml d’eau et le carbonate de cuivre est 

ajoute lentement 3, la solution bouillante. L’exces de carbonate de cuivre est Blimine 

par filtration. On ajoute un exces de bicarbonate de sodium et une solution de 1.5 g 

de fluorodinitroberkne dans 20 ml d’ethanol. Le melange est agite 2 h B la temperature 

du laboratoire. Le prQcipit& jaune verdatre est recueilli par filtration, lave & l’eau, 
& l’ethanol et & l’ether. I1 est mis en suspension dans 5 ml d’eau et une quantite 
suffisante d’acide chlorhydrique N est ajoutee pour obtenir une solution Claire. La 
solutibn est refrdidie dans la glace et on fait passer un courant d’hydrogene sulfur& 
pendant 2’ min. On ajoute une trace de charbon et le melange est immbdiatement 

.filtr& Lefiltrat est &vapor& rapidement B’siccite sous pression rdduite, Le produit est 
cristallise & partir de sa solution dans l’acide chlorhydrique & 20 %. 

(iii) Di-DZVP-Zysine. Elle est obtenue facilement par les methodes classiques 
(voir pro&de de LEVY ET GIUNG, paragraphe B, a, I, p, 226). Elle est recristallisee 
du m&hanol aqueux. 

7. Dtfrids de la cyst&e 

(5)’ ‘Mona-DNP-cyst&e (BETTELHEIM~~). 1.2 g de L-cystine et 2 g de carbonate de 

sodium sont dissous dans 50 ml d’eau; on ajoute 0.9 g de fluorodinitrobenzQne dissous 

dans 5 ml d’dthanol. Apres 20 min d’agitation, le pH est ajust a 7 par de l’acide chlorhy- 
drique et la cystine non dinitrophkylee precipite. La solution est de nouveau aoidifiee 
et concentr&e. Le chlorure de sodium est pr&cipit& par l’ac&one. Apres dessication, 

u le r&idu est law5 &,l’&her et cristallis~ de sa solution aqueuse (F: 187~’ non c&rig&). 

(ii) Di-DNP-cysti@i Elle est ,prepar&e par les m&hodes classiques. Sa cristalli; 
sation peut se’ faire & partir. de l’6ther ‘monoethylique’ de l’&hyl&ne-glycol aqueux. 
On la recristallise’ de sa solution dans l’acide acetique dilu& (POHTER ET SANG~R~‘). 
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(iii) S-DNP-cyst&e. Apres dinitrophenylation du glutathion~reduit, l’hydrolysat 
total contient la S-DNP-cyst&w. (hydrosoluble) et l’acide DNP-glutamique (Bthero- 
soluble) (HAUSMANN, WEIBIGER ET CRAIG~~). 

.’ (iv) Acide DNP~cys&%pe (se1 de potassium). Pour obtenir ce derive dinitrophenyle 
hydrosoluble, il est commode d’oxyder par l’acide performique la di-DNP-cystine 
.(BET-~~J-IE~I~~). 

On cxyde 0.2 g de di-DNP-L-cystine par IO ml d’acide performique (g ml d’acide 
formique pur + I ml d’eau oxygenee a IIO volumes) pendant 30 min. La solution est 
&vapor&e a siccit6, et le rdsidu est dissous dans un peu d’eau. La solution est ajustee 
& pH 6. avec de la potasse et cristallise par addition d’ethanol et d’ether. ,’ 

c. DINITRGPHRNYLATIO& D’UN HYDROLYSAT DE PROT$INE (Tableau II) 

a. Hydyolyse de la @ott%ne 

3 & 5 r&g de proteine sont hydrolyses en tube scelle sous vide par I a 2 ml d’acide 
chlorhydrique 5.7 N* a 103~ pendant 24 h**. L’acide chlorhydrique 3 de l’hydrolysat 
est tr&s soigneusement 6limine. 

b. Condensation avec le flzcorodivtitrobenztke: extraction des d&iv&s dinitropht%yZ&s 

Dik.Zrentes, modalites de condensation des acides amin6s avec le fluorodinitrobenzene 
ant, et& ,d&zrites. On peut effectuer la reaction soit en milieu aqueux, soit en milieu 
hydro-alcoolique. 

I. Rtktion de condensation en miliezc aqwetix (LEVY et aC.40) 

(i) Condwite de la rtfactiort. L’hydrolysat (3 a 5 mg dans 3 ml) est place dans une 
cellule de synthese (voir Fig. I). On ajoute 0.1 ml de chlorure de potassium 3.1 N et 
le contenu est ajuste a pH 9.0 (environ 40 pmoles de NaOH .0.2 N). La solution est 
saturee en fluorodinitrobenzcke a 40” par agitation vigoureuse avec un leger exces 
(environ 0.1 ml) de reactif. Le pH est maintenu & g pendant 80 min par des additions 
intermittentes de soude 0.2 N. Cette operation peut 6tre effect&e commodbment au 
moyen d’un autotitrateur de JACOBSEN ET LEOXIS~~. 

La cinetique de la reaction peut &re suivie en mesurant la consommation ,de 
soude (Fig. 2). Etant donne que le fluorodinitrobenzene est en exces, le milieu reac- 
tionnel reste sature en reactif et la formation de dinitrophenol* * * est constante dans 

* L’acidc chlorhydriquc cst prdpard en distillant 3 i 4 fois dans un appareil cn verre un m6lsnge 
az$$ropique d’scide. chlorhydrique et d’eau. 

Habituellement la duree de l’hydrolyse est de 24 h; il pcut &re interessant dkffkctuer le 
dosage des scides amines sur plusieurs skies d’hydrolysats obtenus 5, des temps differents (24 et 
4f!,h,, par cxemple). 

Outro la reaction -de condensation avec les acides aminds [HDNB + HsN-C,&(R)-COOH + 
DNP-I-IN-CH(R)-COOH + HI?], il se produit Ogalement une hydrolyse Jcaline ,du reactif 

‘, 

. F -l- I_I’OH A Nl?, + (dinitroph&ol) 
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le temps (0.044 ,umole/ml/min) (LEvY~~). L’extrapolation au temps z&o de la perite 

,i(. finale de la courbe lin6aire cjui rhsulte de la, formation du dinitrophenol indique le 
!t: nombre de. ymoles de soude consomm6es au tours de. la reaction de condensjtion 

avec les acides aminks (Fig. 2) : 

-El. verre 

Fig. I. Cellulc de synthkse pour 
Ic dinitrophdnylation des acides 
an%&. El. verre = Electrode de 
verre; El. calomel = Electrode 

au calomel. 

30 60 90 Temps (mid 

Fig. z:l%ude graphique de la consommation de soude au 
tours de la dinitrophCnylation. L’extrapolation au temps 
z&o de la peute finale de la dourbe, qui r&ulte de la 
formation du dinitrophdnol, indique le nombre de jlmoles 
de soude consommdes au tours de la r&action de conden- 

sation avec les acides amin&. 

FRAENKEL-CONRAT ,IST SINGIZR~O, ont ddcrit Bgalement une reaction de conden- 
sation dans du tampon carbonate & 5% de pH 9.3 pendant 3 h & 40”. La quantit6 de 
fluorodinitrobenz&ne est de 15 ,ul pour 2 mg d’acides amin&. 

(ii) Extraction des d&iv& di?zitrofMnyZek. Lorsque la reaction de condensation 
est terminee, le conte’nu de la cellule est verse quantitativement dans une ampoule $ 
d&canter 81: extrait avec de,l’&her priv6 de peroxydes* (2 8~ 4 fois 5 ml) pour dliminer 
l’ex&s de fluorodinitrobenz&n&. Ensuite, le melange est acidifi6 (0.5 ml de HCl 5 N) 
et les DNP-aminoacides &th&osolubles sont extraits par de 1’6ther (5 fois 5 ml). 
Lww43 pr@we des parties aliquotes de la solution Bth6r6e (3 parties de 2 ml) qui sont 
Bvapor&es ZL sec. L&s r&+idus sets sont dissous dans l’ac&one et leur solution est 
d&po&e sur des feuilles de papier Whatman No. I. Nous pr&f&rons le mode op&atoire 
suivant. 

La phase dth&&e est concentree soigneusement dans des capsules de verre 
jusqu’h un volume rCduit; la couche Bth&e, qui surnage au-dessus de quelques 
gouttelettes. d’eau, est versee quantitativement dans des r6cipients -spCciaux (Fig. ,3) 
en vue de la sublimation du dinitroph6nol (technique personnelle d6riv6e de celle de 
MILLS, voir plus loin). 

#y#W 
:*.,, l Pour Bviter. la ‘transformation de la DNP-methionine en DNP-methionine-sulfone, il est 

9indispensable d’employer de l’bther priv& de peroxydes. On peut le distiller sur du chlorure 
stanneux, puis on ‘le lave avec une solution de carbonate de, sodium ZL zoo/o. et’ avec, de l’eau ; on 
le conserve sur.du sulfate ferreux pulv&is$, B l’abri ,de la !umi&re. On peut aussi priver’l’dther de 

! peroxydes par passage sur un& colonne d’alumine activee (DASLER, ET BATJER~~). ,' 

.:_ BiOliograpltie p+ 2Gg/27I. 

.: 
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La phase aqueuse restant apres l’extraction des DNP-aminoacides Btherosolubles 
contient encore l’a-mono-DNP-arginine et, l’a-DNP-histidine (et Bventuellement 
l’acide DNP-cysteique) * . Elle peut &re trait&e de diff&entes,faqons. 

D’apres LEW 43, la phase aqueuse est diluee a IO ml et des parties aliquotes 
(3 fois I ml) sont Bvaporees B sec. Apres’dissolution dans un volume connu d’acetone, 
la solution de DNP-aminoacides est deposee sur des feuilles de papier Whatman No. I. 

Nous pr&ferons, comme KOCH ET WEIDEL~~, extraire plusieurs fois la phase 
aqueuse restante par un melange B volume &gal de sec.-butanol et d’acetate d’ethyle. 
Apres dessication, les DNP-aminoacides hydrosolubles sont dissous dans un volume 
connu (3 ml, par exemple) d’ac&one* *. Des parties aliquotes de cette solution (50 a 
ISO ‘~1) sent deposees sur du papier Whatman No. I. 

2. R&action de condensation e32 miliezG hy&o-alcooliqzce 

Pour obtenir la transformation totale de l’histidine en di-DNP-histidine, en 6vitant la 
formation d’a-mono-DNP-histidie (voir plus haut), FRAENKEL-CONRAT ET SINGER~~ 
realisent la condensation avec le fluorodinitrobenzene en milieu hydro-alcoolique 
suivant les modalites techniques suivantes. 

La condensation s’effectue dans un milieu contenant 0.7% de bicarbonate ‘de 
sodium; 1.7% de fluorodinitrobenzene et 67 o/o d’&hanol, pendant So min B 20-25 O. 
L’e,xc&s de fluorodinitrobenzene est extrait & 1’6ther apr& evaporation de la plus, 
grande pa&e de l’alcool. Le milieu reactionnel est ensuite acidifie (aux environs de 
pH 1-2) et extrait d’abord B 1’6ther prive de peroxydes, puis 6, l’ac&ate d’ethyle. +ri 
permet l’extraction quantitative de la di-DNP-histidine. La phase aqueuse restante 
ne contient que l’a-mono-DNP-arginine et Cvelrtucllement l’acide DNP-cysteique. 

Nous preferons utiliser le mode operatoire suivant. 
L’hydrolysat (LO, mg de proteine) est dissous dans 5 ml d’eau bidistill@e amen&e et 

maintenue a 4o”, On ajuste B pH g par de la soude N/IS et on ajoute 0.2 ml de fluoro- 
dinitrobenzene. ,On agite pendant 15 min & 40” en maintenant le pH & g. On ajoute 
alors IO ml d’kthanol absolu et on continue l’agitation pendant go min & 40” en 
maintenant toujours le pH & g. Apres la condensation, l’alcool est chasse par ventila- 
tion d’air froid. L’exces de fluorodinitrobenzene est extrait plusieurs fois (5 $I, IO fois) 
par de l’t5ther privd de peroxydes. Le milieu est acidifie (I ml d’acide chlorhydrique 
concentre pur) et extrait de nouveau par 1’6ther priv& de peroxydes (5 extractions) 
puis par l’acetate d’6thyle (3 extractions). La phase aqueuse residuelle est extraite 
par le melange a parties &gales d’acbtate d’ethyle et de sec.-butanol (3 extractions). 

Les extractions par l’ether (en milieu acide) et par l’ac&ate d’ethyle sont rassem- 
blees et Bvaporees B set, et le dinitropMno1 contenu dans cette phase est elimine pa.r 
sublimation (voir plus loin la description de la technique employee). Les DNP- 
aminoacides sont dissous dans 2 ml d’ac6tone. 

* L’acide DNP-cyst&quc peut se trouver clans les hydrolysats totaux de protdine oxyd& par 
l’Ft:de ,performique ou,dans les hydrolysats totaux oxyd& par l’acide porformique. 
‘. Pour faciliter la dissolution des DNP-aminoacides hydrosolubles on peut utiliser de l’ac&cke 

acide (ac+ne 0.9 ml + aci.de chlorhydrique N 0.1. ml). ,., 
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TABLEAU11 -, 
DOSAGE DES ACIDES AMIN6S SOUS LA FORME DE LEURS D&RIV&S DINITROPH$NYLlkS 

(Methodc de LEVY43)’ 

Hydrolyse de la proteinc (24 h ou plus) 

1 
Dinitroph6nylation 

FDNB) 

En milieu hydro-alcooliquc 

1 
Extraction &her 

I 
Acidification 

I 
Extraction ether puis acetate d’ethyle 

En milieu aquoux 

Extraction &her 
I 
(exces de 

I 
Acidification 

I 
Extraction Other 

Phase aqueuse 

I 

Phase OthOrQe 

I 

Phase &her + 
acetate d’&hyle 

Phase aqueuse 

Extraction Sublimation du 
I 

Sublimation du 
I 

Extraction 
sec.-butanol dinitrophenol 

4 
dinitrophenol butanolique 

+ 4 
acetate d’ethyle DNlWthrSvosoZubles’ 

4 
DNP-Bth&osoZubZes a-Mono-DNP-arginine 

h -4 + + 
a-Mono-DNP-arginine Di-DNP-histidine (facultatif) 

et Acide DNP-cystkique 
a-Mono-DNP-histidine I, 

+ Methode rccommandde 
(facultatifs) 

A&de DNP-cystkique 
Di-DNP-histidine (?) 

* Renaarque: On fera attention & la di-DNP-histidine, qui peut accompagner en tres faible 
quantite les DNP-aminoacides Oth&osolubles. 

Les extraits butanoliques sont Bgalement &vapor& 21, set, puis dissous dans 
l’acetone (I B 2 ml). Des parties aliquotes (correspondant i 0.1-0.3 mg de proteine) 
des solutions ac6toniques des r6sidus des DNP-&h&o- et hydrosolubles sont deposees 
sur des feuilles de papier Whatman No. I. 

c. Stiblimation du dinitroy5htGaot 

L’elimination du dinitrophenol se fait classiquement par sublimation (MILLs~~). Le 
dispositif de sublimation que nous utilisons est represent6 sur la Fig. 3. Cet appareil 
est conc,u pour que la distance entre le film chauffe de derives dinitroph6nyMs et la 

,,surface de verre refroidie (neige carbonique’ + acetone dans le refrigerant), soit t&s 
‘4~ courte. : : 

Les extraits &h&es sent ,places dans les fioles speciales et Bvapor& & sick& Si,. 
‘&i&s evaporation de l’ether, il reste une gouttelette’d’eau clans la,fiole, on place un 
Bhliographie p. 26g127r. 
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chapeau de verre (sans tube refrigerant) sur le rodage de la fiole. L’eau est facilement 
Bliminee sous pression reduite.en quelques minutes. La sublimation du dinitrophdnol 
s’effectue & 70-80” (les fioles ne sont plongees dans le bain-marie qu’apres l’eta- 
blissement du vide) pendant 30 min*. 

If+ .I 
__I_-_ 

4cm ~ 

Fig. 3. hppareil employ6 pour la sublimation du dinitrophbnol. Le joint coniquc de l’appareil est 
un rodage normalisd 29-42. Le refrigerant (R) est rempli par lo melange acetone + neige car- 
bonique. Lc chapeau de verre sans refrigerant (partie droite de la figure) permet l’blimination des 
gouttelettes d’eau apres l’evaporation de la solution Btheree et avant la sublimation elle-mGme. 

D. DINITROPH~NYLATION D’UNE PROT~INE (Tableau III) 

La dinitroph@nylation d’une proteine & 6th d&rite pour la premiere fois par SANGER’S. 

Plusieurs procedes peuvent &re employ&. 

a. Technique de condensation avec Ze jhorod~nitrobenzdne 

La condensation peut s’kffectuer sur les prot&nes natives, denaturees ou oxydees. 
Avec les proteines natives, un petit nombre de groupements a-amines des rkidus 

intrapeptidiques de lysine et de noyaux imidazole de residus d’histidine peuvent ‘ne 
pas &re substitues par le fluorodinitrobenzkre (PoRTER~~). Cette absence de reactivit6 
ne g&e nullement la determination des rbsidus d’aminoacides en position N-terminale. 

Dans le cas de la cystine ou d’un demi-residu de cystine en position N-terminale 
(cas du chymotrypsinogene, BETTELHEIM~~) , il est indispensable de faire l’identification 
sous la forme d’acide DNP-cyst6ique. On peut pour cela dinitrophenyler la proteine 
oxydde ou oxyder la DNP-proteine. L’oxydation de la proteine doit Gtre realisee 
d’une faTon t&s deuce, notamment par l.es pro&d&s de THOMPSON~’ et de HIRS~~**. 

t Au cows de ,la sublimation, la. DNP-niethionine peut etre Idgerement entralnee avec .le 
di$i~rophbnol. 

d’eau 
Pour Bvitcr la destruction des DNP-aminoacides, il est i’ndispensable d’eliminer toute trace 

oxygbnee. On peut obtenir ce rksultat par precipitation de la DNP-proteine oxvdBo par%. 
1’8ther privd de peroxydes, suivie par u’ne dissolution dans l’acide formique et une rcprecipitation 
S 1’6ther. Cette ‘opkation-est rf5p&Ae 3 fois. -‘.. 

Bildiographic p. 26g/a7z. .:, 
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I. Condensation en miliezc &hanol-bi’carbonate ( SANGER'~) 

.,*. v, La protdine ‘(0.5 g par exemplej et le bicarbonate de sodium (0.5 g) sent dissous dans 
‘J1 5 ml,d’eau. On ajoute $ la solution IO ml d’une solution ethanolique $ 5 y0 (v/t) de 

fluorodinitrobenzene et le melange est a&e mecaniquement pendant 2 & 3 h & l’obscu- 
rite et a la’temperature du laboratoire. 

La’ dinitrophenylation d’une proteine insoluble necessite la ‘prolongation du 
temps dlagitation (48 h a 4o”, 72 h a zoo) et des additions rep&es de bicarbonate de 
sodium et de fluorodinitrobenzene. 

: Apres sa dinitrophenylation totale, la DNP-proteine est souvent insoluble, 
mQme en milieu alcalin; d’autre part, apres acidification du milieu, la plupart des 
DNP-proteines prkipitent. Apres centrifugation, le ‘precipite est la& plusieurs fois 
3,. l’eau (pour enlever les sels mineraux), a l’alcool jusqu’a obtention d’un liquide 
surnageant incolore (pour &miner l’exces de fluorodinitrobenzene et le dinitrophenol 
form&) et finalement & 1’8ther sulfurique. 

La conduite de ces &apes de lavage pdut Qtre modifiee suivant les solubilites 
particulieres des DNP-proteines (solubilite dans l’eau de la DNP-salmine et du 
DNP-ovocomucoi’de, qui sont pr&ipitables par tin excc?s ‘d’kthanol, solubilite dans 
l’eau et dans l’alcool de la D,NP-glycoproteine acide a, ‘du serum ou DNP-orosomu- 
coi’de). L’elimination des rQactifs ou des artefacts de condensation peut toujours 
ktre obtenue par dialyse et la solution de DNP-proteine peut &re lyophilisee. 

2. Condensation en miliezc aqzceux 

LEW ET LI*’ ont decrit une reaction de condensation en milieu aqueux maintenu B 
: PH. 8 B l’aide d’un auto-titrateur (modele JACOBSEN-LEONIS, par exemple). 

La proteine (0.2 pmole au minimum) est dissoute, dans 3 .ml de chlorure de 
potassium 0.1 M & 40”. Le pH est ajuste et maintenu & 8 par des additions de potasse 
0.05 N. Apres l’addition du fluorodinitrobenzene (0.1 ml environ), la solution est 
agitee vigoureusement. La reaction de condensation est ternrinee apres go k IZO min 
d’agitation : la courbe de consommation de la potasse en fonction du temps s’inflechit 
lorsque la reaction se termine; la pente constante de la courbe correspond alors & 
l’hydrolyse, du fluorodinitrobenzene. 

La DNP-prot&ne peut rester soluble dans le milieu reactionnel, qui est alors 
extrait 3 fois a l’ether pour enlever,l’exc&s de fluorodinitrobenzene. Apres acidification, 
la DNP-proteine precipite. Elle est recueillie par centrifugation, 1avCe 21. l’eau, a 
l’acetone et SL. l’ether, et sechee sur P,O,. 

3. Condensation en miliezt bicarbogaate-chloyhydvate de gzcanidhe 

D’apres PNILLIPS~~*, on obtient un rendement plus satisfaisant en groupes terminaux 
en realisant la dinitrophenylation en milieu bicarbonate de potassium et chlorhydrate 

@cdc guanidine. Le mode operatoire preconise est le suivant., ,’ 

: La proteine est dissoute’ dans une solution de chlorhydrate de guanidine 6 M 
,, (concentration '20 mg de proteine/ml). On ajoute du bicarbonate de potassium solide 

~Bibliografdrie p. 26glzyr. 
.; .” 
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& la concentration de IO-IS mg/ml et du fluorodinitrobenzene & la concentration’de 
o.pg-0.1 ml/ml. Le melange est a&e a 20' pendant un, temps gui peut varier de 6. & 
24 h. 11 est ensuite acidif%, dilue avec 3 volumes d’eau et extrait une fois a l’&her, les 
deuk phases &ant facilement &pa&es par centrifugation. 

Le prkipite de DNP-protbine est lave B l’eau plusieurs fois par centrifugation, 
Les derni6res traces de rkactif et de dinitrophenol sont Bliminees par trois lavages a 
l’ac&one et u.n lavage & l’ether. 

b, DWermination de la quantite’ de #wott%ne dans la DNP-#wott%ne 

Pour determiner le nombre de molecules d’acides aminks en position N-terminale par 
molecule de protkine, il est indispensable de connaitre exactement la quantite .de’ 
protkine contenue dans la DNP-proteine. En premiere approximation, 80% du poids 
de DNP-prot$.ne correspondent a la protkne initiale. 

Avec les procedes de synthese decrits plus haut (notamment le procede de 
condensation en milieu ethanol-bicarbonate), il est possible d’opker soigneusement 
et quantitativement et de tenir compte exclusivement du poids de proteine mis ,en 
ceuvre au moment de la reaction de condensation. 

11 est, beaucoup plus commode de doser, dans la protdine et dans la DNP-proteine 
obtenue, un groupement ou un rCsidu qui n’a pas 6th modifie par la reaction de 
condensation: le groupement amide ne reagit pas avec le fluorodinitrobenzene et peut 
&re dose simplement et d’une facon precise. 

Selon SANGER’~, la DNP-proteine est hydrolysee dans l’acide chlorhydrique 
2 N bouillant pendant 4 h. Apres neutralisation, l’ammoniaque liberee est distillee 
dans un, appareil de microkjeldahl & gs”’ en employant un tampon borate de pH 9.5. 

Selon TEIOMPSON*~, la DNP-proteine est hydrolysee g h B 105~ en tube scelle 
avec de l’acide chlorhydrique 2 N. Apres neutralisation avec de la soude 2 N & pFl 5 
(vert de .bromocr&ol) , l’ammoniaque est distillee apres addition de tampon phosphate 
0.15 M de pH 10.5. 

(. Signalons egalement que le poids molbculaire de la DNP-proteine peut Btre 
calcule lorsque le nombre total de r8sidus d’acides amines de la proteine est entiere- 
ment connu, en supposant que les residus intrapeptidiques de lysine, de tyrosine’ 
d’histidine, de cysteine et tous les residus en position N-terminale ont 8th substitues. 
11 suffit d’ajouter au poids molkulaire de la proteine la valeur obtenue en multipliant 
par ‘166 le ndmbre total de radicaux dinitrophenyle introduits. 

c. Hydrolyse dq la DNP-$wott%ne 

i. Hydrolyse totale de la DNP-jwotkine 

Les ‘conditions d’hydrolyse totale de la proteine, en vue de la determination du 
r&idu d’acide amine en position N-terminale, varient suivant les substrats et suivant 
la nature de l’acide amine terminal, 11 est nkessaire que,l’hydrolyse soit asset pouss,ee 
pour que;l’hy.drolysat ne contienne pas (ou peu) de DNP-peptides et qu’elle ‘ne soit 

BibZiograpJaie p. i6g/zjr. fI ,,:-I,, : 1 
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pas trop longue pour Bviter au maximum la destruction du DNP-aminoacide terminal 
(pour le taux de’ destruction des DNP-aminoacides au tours de l’hydrolyse, voir: 

cii Chromatographie quantitative, paragraphe J, p. 269). 
Pour la determination qualitative du residu N-terminal, l’hydrolyse s’effectue 

habituellement en tube scelle sous vide (ou sous azote) pendant 16 h & 105 O en presence 
d’acide chlorhydrique 5.7 iV redistille (voir : Hydrolyse de la proteine, paragraphe C, a, 
p..232). 

Ce type d’hydrolyse peut toutefois provoquer une destruction importante de la 
DNP-proline et du DNP-glycocolle. 

L’hydrolyse de la DNP-proline pendant 16 h par de l’acide chlorhydrique 12 v 
entra^ine une destruction de plus de 500/o*. Au cows de l’hydrolyse, la DNP-proline 
peut former, par rupture du noyau, deux d&iv& particuliers, l’acide a-chloro-6- 
DNP-aminovalerique et l’acide &chloro-cr-DNP-aminovalerique (voir paragraphe 

G’ a’ 5’ p. 2531, 
Apres 8 h d’hydrolyse par l’acide chlorhydrique 5.7 N, 60% du DNP-glycocolle 

sont detruits (PoRTER~~). 
Pour Bviter au maximum ces destructions, il est recommande d’effectuer, en plus 

de l’hydrolyse a 105 O pendant 16 h, deux autres hydrolyses: ’ 

pour le DNP-glycocolle, hydrolyse par l’acide chlorhydrique 5.7 N 4 11; dans ces 
conditions, il est indispensable de preciser si l’hydrolysat contient des DNP-peptides; 

pour la DNP’-proline, hydrolyse pendant 4 h par de l’acide chlorhydrique 11.2 N 
(PORTER ET SANGER 07, PHILLIP+). SHEPHERD et aZ.83 conseillent egalement une 
hydrolyse de 24 h & 105~ par un melange a parties &gales d’acide acetique et d’acide 
chlorhydrique. 

La destruction des DNP-aminoacides au tours de l’hydrolyse acide est t&s 
nettement augment&e en presence de tryptophanne ou de proteines riches en trypto- 
phanne comme le lysozyme (THOMPSON*~). La xanthylation du tryptophanne ou de 
la proteine rkduit tres nettement le taux de destruction (DZCKMAN ET ASPLUND~~), le 
dixanthyltryptophanne &ant stable & l’hydrolyse acide. 11 y a done parfois inter& & 
realiser la xanthylation de la DNP-proteine. La DNP-proteine est dissoute dans de 
l’acide acetique & go% en presence de xanthydrol. Apres une heure de contact & la 
temperature du laboratoire, la xanthyl-DNP-proteine est precipitee par l’ether et 
lavee a 1’6ther par centrifugation. 

2.. Hydrolyse @artielZe acide de la DNP-fwotkine 

11 y a inter& parfois & hydrolyser partiellement la DNP-proteine de facon B isoler 
et & determiner la structure des DNP-peptides de la sequence N-terminale;’ Cette 

,. hydrolyse partielle peut s’obtenir par l’action de l’acide chlorhydrique 12 N a 37” 
ou de l’acide chlorhydrique 5.6 N, 3 N et 0.1 N B IOOO pendant des temps variables. 

+w 
:“ri,,,,,_, 

* Unc hydrolyse par l’acide ac&ique B 96% pendant 16 11 S IOOO d&ruit dgalcment so,% de la 
: DNP-proline. Dan,s ces conditions, la DNP-proMine n’est pas totalement hydrolysc5e (SCANES ET 

:, : 
Toz~&31). 

‘: BibZiograpIGe p. 269/27r. 
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3. Hydrolyse enzymatique de la DNP-fwottfirte 
,’ 

.’ 
I 

Les enzymes ,proteolytiques peuvent hydrolyser partiellement certaines DNP- ,: 
protein&. Habituellement la vitesse de reaction est nettement reduite et ,le degrR 
‘d’hydrolyse sensiblement abaisse. L’hydrolyse enzymatique permet Cgalement ‘, 

d’aborder le probleme de’ la structure des DNP-peptides de la.sequence N-terminale. 
Des exemples_ interessants ont et& d&rits : par exemple, hydrolyse pepsique ,de 18’ ,I: 

’ DNP~ribonu&ase (ANFINSEN et aL2), hydrolyse trypsique spkifique de la DNP- 
ribonuclease oxydee (REDFIELD ET ANFINSEN~~), hydrolyse par la carboxypeptidase 
d’une DNP-proteine en vue de la determination de la sequence C-terminale (WALD- ,’ 

SCHMIDT-LEITZ ET G~ti&o). . . 

d. Extraction des d~nitroph~nylamin~acides 

I. Extraction 6 part+ d’un hydrolysat total de fwot&~es ‘. 
Apr&s,l’,hydrolyse, les hydrolysats sont dilues avec de l’eau pour obtenir une concen- 
tration sensiblement normale en acide chlorhydrique. L’hydrolysat dilu6 est extrait 
‘4 f&par 5 ml d’6ther prive de peroxydes (voir note p. 233). Les extraits &h&es sent; 

“’ la&s avec de. l’acide chlorhydrique 0.1 N (PHILLIP@) ou bien 3 fois a l’eau (THoMR-‘,, 
SONIC), pour 6liminer toute trace des d&iv& acidosolubles (comme l’e-mono-DNP- 
lysine) qui peuvent avoir et6 entrain& au tours de l’extraction. Les extraits &h&es 
sont concentres et le dinitroph6nol qui les souille est 6limine par sublimation suivant 
les modalites techniques d&rites plus haut (paragraphe C, c, p. 235). Les DNP- 
aminoacides etherosolubles sont dissous dans un volume determine d’acetone. Une’ 
partie aliquote de cette solution est deposee sur des feuilles de papier Whatman No. I. 

., Les DNP-aminoacides &h&osolubles peuvent contenir des traces de di-DNP-histidine 
lorsque celle-ci existe en position' N-terminale. Une extraction continue & 1’8ther. dans 
,un appareillage special (MILL@) permet d’obtenir Bgalement ce derive dans la fraction 

,_ Btherosoluble. :Une ‘extraction par l’acetate d’ethyle, apres l’extraction ether&e, 
‘conduit arksi,, a l’isolement de ce compose,, mais il faut se rappeler que ce dernier’ 
solvant peut Bgalement extraire des DNP-peptides Bventuellement presents (v&r 
paragraphe D, d, 2, p. 242). 

La phase aqueuse r&iduelle de l’hydrolysat, contient tous les aminoacides, libres, 
toujours des DNP-aminoacides hydrosolubles comme l’e-mono-DNP-lysine, I’O- 
DNP-tyrosine (incolore) , l’imidazole-DNP-histidine et Bventuellement, la S-DNP-, 
cysteine, ‘.: qui proviennent des rkidus correspondants. d’amirioacides en position 
intrapeptidique. On peut Bgalement trouver l’a-mono-DNP-argiriine, l’acide ,DNP- 
cyst&que.‘,(hydrolysat oxyd6 de proteine ou hydrolysat de prot&ne oxydee), ‘la. di’ 
DNP-histidine (si, l’hydrolysat n’a pas 6th extrait d’une facon continue & l’ether,: ou: 

1, par la.“combinaison successive ether et acetate d’ethyle), l’a-mono-DNP-histidine, 

.’ lorsque: ces residus d,$cides,‘amin& existent en position N-terminale .dans la ‘prot&ine.) 
‘_ Les d&iv& ]dinitropher@% hydrosolubles peuvent Qtre extraits (mais ce n’est pai: 

.’ 
,,n&c,essaire)’ .parle se&-butanol.’ ,Les, phases “organiques ainsi .obtenues ‘,et. la ,phasey 

,’ ‘aqueuse ‘r&ante sont BvaporCds & sed,: reprises dans un ~volume connu. d’,ac&one, 
,,,‘. ., ,’ : ,. .’ 

i ,:, Bibiiq+$hii $. zGg1a7.k ,,( ‘, ; ,, ‘3 I ,’ I. c :, J,.! 
;,,.; ; ,, 

,, I,’ 
‘; /, .,’ . ;,,; ,’ ,: _-,, ‘; ,\ :,,,: 

,, ,” ‘.,’ ., ,; .,,, ; : ;.’ : ;.j 
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TABLEAU III 

DlkTERMINATION DE L’ACIDE AMINk PORTEUR D’UN GROUl’ti, Ol-AMINk TERMINAL LIBRE 

(MOthode de SANGER~~) 

Dinitrophenylation de la protciine ou du peptide 

I 
Hydrolyse chlorhydriquc 

I 
Dilution de l’hydrolysst 

I 

Extraction &h&Be 

/ _1 yy-----___, 
Phase aqueuse 3 modalit& differentes Phase Btheree Extra ction 

ate 
Lyle 

Extraction 
@ - - @ ( 

Talc’acide Extr&ction 
sec.-butanol 

+ 
acetate d’ethyle 

I 

retenus non retenus Phas< Phase 

DNP- 
Itydyo- 

solubles 

organique aqueuse 
4 

&ides Acides 
amines aminds 
libres i libres 

DNP- 
hydro- Conce 

SolzLbles * 
+ D 

Acides hyd,vo 

ac6 
d’B1 

Lavage 
4 

Concentration 
4 

Sublimation du 
dinitroohenol 

J 
DNP- 

.&hSvosolacbles 

tration 

‘P- 
lubles * 

I 

Di- INP- 
Jhtidine 
(DNP- 

peptides?) 

hcides<mines 
libres 

aminds 
librcs 

con 
& 

Di. 
Jtist.idine 

* Les DNP-hydrosolubles contiennent : 
(I) D&iv& provena.& d’acides anaints no,n-tevwinaacx: s-mono-DNP-lysine, imiclazole-DNP- 

histidine (incolore), 0-DNP-tyrosine (incolore), S-DNP-cysteine (incolore) ; Bventuellement 
(peptides bacteriens) &mono-DNP-ornithine et acide y-mono-DNP-cliaminobutyrique. 

(2) Ddrivtfs @ovenawl d’acides amintk terwknaaw : a-mono-DNP-arginine, di-DNP-histidine, 
a-mono-DNP-hi&dine, acide DNP-cysteique : cas particuliers : a-mono-DNP-lysine, a-mono- 
,DNP-ornithine, acide a-mono-DNP-diaminobutyriquc. 

(16gerement acide si c’est necessaire) et Btudiees en chromatographie de partage sur 
papier. La separation des derives dinitrophenyles de la phase aqueuse et des acides 
amines libres (tous les acides amines constitutifs plus quelques molecules de lysine et 
d’histidine “non reactives”) peut &re obtenue sur une colonne de talc (SANGER~~). 

Le residu aqueux est dissous dans 2 ml d’acide, chlorhydrique iV et passe sur une 
colonne (2.5 cm de diametre) qui contient un melange de 20 g d’Hyflo-Super-Cel et 
50 g de talc* imbibe d’acide chlorhydrique N. Les acides amines libres ne sont pas 

* 11 est indispensable d’elimincr les fines particules de talc qui g&rent l’ecoulement. Par 
Bbullition de la su,spension de talc dans l’acide chlorhydrique 0.01 I?, les fines particules se rassem- 

. blent &la surface .clu liquide et peuvent Gtre enlevees facilement. Le lavage ‘est rep&e plusieurs 
‘fois dc suite (BAILEY,ET BETTELI-IEILI~). 

Bibliogvaphie p. 2691271, ,.’ 
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adsorb&s tandis que tous les derives dinitrophenyles (sauf l’acide cysteique, REI?II;IELD 
ET ANFINSEN’~) le sont. AprQs un lavage soigneux de la colonne avec de l’acide 
chlorhydrique (IOO ml), les derives dinitrophbnyles sont. 611.16~ par 400 ‘ml d’alcool 
chlorhydrique (alcool: 4 vol., acide chlorhydrique N: I vol.). L’elution peut Qtre 
obtenue egalement par l’ethanol & SOO/~ contenant 0.3% d’ammoniaque (BAILEY 
ET BETTELNEIM~). L’eluat peut &re 6vapor6. Si le residu est trait6 par le fluorodinitro- 
benzene, l’e-DNP-lysine devient de la di-DNP-lysine, l’O-DNP-tyrosine de la di- 
DNP-tyrosine, l’imidazole-DNP-histidine de la di-DNP-histidine, tandis que l’ac-mono- 
DNP-arginine n’est pas modifiee. Apres cette seconde dinitrophenylation, l’extrait 
&h&6 du residu enleve la di-DNP-lysine et la di-DNP-tyrosine, une extraction a 
l’acetate d’ethyle peut enlever la di-DNP-histidine, tandis .que l’ol.-mono-DNP- 
arginine reste dans la phase aqueuse (voir ROVERY, FABRE ET DESNUELLE’~). 

2. Extraction d’un hydyozysat $artiel de pvote’inc 

Les modalites d’estraction sont identiques a celles des hydrolysats totaux. Des 
extractions successives & l’ether, &. l’acetate d’ethyle et au rt-butanol (WOOLLEY~~, 
SAXGER~~) peuvent realiser un certain fractionnement de base du melange. 

11 est tr&s important de pouvoir &parer aussi compl&tement clue possible les 
a-DN,P-peptidcs de la sequence N-terminale dont la forme acide est, en principe, 
soluble dans les solvants organiques, et les peptides non terminaus color& en jaune 
et contenant de l’s-DNP-lysine qui sont, en principe, retenus dans la phase aqueuse 
par leur groupement amine libre. Cette separation n’est malheureusement pas toujours 
tr&s nette (DESXUELLE ET F.~BRI?~, SCHROEDER~~). 

Les estraits a l’acetate d’ethyle peuvent contenir de l’s-mono-DNP-lysine. 11 est 
utile de laver les diverses phases organiques plusieurs fois a l’eau et d’etudier lx 
composition de ces liquides de lavage. 

Les peptides contenant de l’c-DNP-lysine peuvent Btre s&par& des autres peptides 
non dinitrophenyles et des acides amines libres sur une colonne (I cm de diametre‘ con-, 
tenant 5 g de talc lave a l’acide chlorhydrique N (S.WGER’~). Les peptides contenant 
de l’s-DNP-lysine sont fixes sur ,la colonne. Apres lavage par l’acide chlorhydrique 
N (40 ml\, leur elution est obtenue par un melange d’ethanol (4 parties) et d’acide 
chlorhydrique (I partie) ou, de pr&f&ence, par de 1’8thanol & So% contenant 0.3 “/” 
d’ammoniaque. 

E. DINITROPH~NYJ~ATION D’UN PEPTIDE 

La dinitrophQnylation d’un peptide’ peut se conduire en pratique exactement de la 
m&me facon que celle d’une prot&ne. Cependant, quelques methodes (des micro- 

‘, methodes surtout) sont specialement adapt&es & cette reaction de condensation. Les 
.quantit& de peptides employees sont gkkalement k&s petites. 

I. Condensation en milieu trim&hylamine ( SANGER ET TIIOMPSON~~) 
-: 

:r* 

‘, Le. rernplacement du bicarbonate de sodium par _ la ‘trimethylamine permet la ‘” 
diminution de’l’ionisation du.ini1ier.r; d’autre part, ce dernier rdactif est commodement ,, 

_Bibliograjdzie +. 2691271. 
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dlimine p’ar la suite. Le peptide (0.2 b&mole par exemple) est dissous dans 0.1 ml de 
trimethylamine a I %. On ajoute une solution de IO ,ul de fluorcdinitrobenzene dans 
0.2 ml d’ethanol. Apres 2 heures de contact, quelques gouttes d’eau et de la solution 
de trimethylamine sont ajoutees et l’exces de fluorodinitrobenzene est extrait 3 fois 
:I. l’ether ou a l’ether contenant 1% de triethylamine (HAUSMANN ,et a1.32). Apres 
evaporation & set de la solution aqueuse, le residu est hydrolyse directement par de 
l’acide chlorhydrique 5.7 N. 

2. Condensation ejz miEieu carbonate de trimtfthylamine 

Pour reduire la formation de dinitrophenol, LOCKHART ET ABRAHAM~O remplacent la 

trimdthylamine par le carbonate de trimethylamine d’apres le mode opdratoire suivant. 
Le peptide (50-150 ,@ est dissous dans 0.1 ml d’une solution & 1.5% de carbonate 

de trimethylamine (poids/vol.) (pH 9.3). ,On ajoute 0.01 ml de fluorodinitrobenzene 
dans 0.2 ml d’ethanol et la reaction se poursuit B l’obscurite pendant 2 h 30 min. 
L’dthanol est chasse sous pression reduite et on ajoute 0.24 ml de solution de carbonate 
de trimethylamine. L’exces de fluorodinitrobenzene est extrait & l’ether et la solution 
aqueuse est Bvsporee & siccite sous vide. Le residu, dissous d&s 0.1 ml d’acide chlor- 
hydrique G N, est hydrolyse pendant g h a 105’ dans un’ tube scelle .sous azote. 
L’hydrolysat est dilui! avec 2 vol. d’eau et les DNP-aminoacides Btherosolubles sont 
extraits 3 fois avec un volume &al d’ether sulfurique. La di-DNP-histidine, si elle est 
presente’peut &re estraite avec le rt-butanol ou l’acetate d’ethyle. 

WALEY~~ preconise une methode assez voisine de la precedente avec un tampon 
carbonate de trimethylamine obtenu par traitement d’une solution a 6% (vol./vol.) 
de trimethylamine par du gaz carbonique jusqu’a alcalinite au rouge de phenol, 
mais neutralite & la phenolphtaleine. Dans ces conditions, la reaction de dinitro- 
phenylation est conduite a un pI_I un peu plus bas que dans la methode de LOCKHART 
ET ABRAHAM. 11 se forme un peu de dinitrophenol. 

P. CMROMATOGRAPHIB SUR PAPIER DES DkRIVIk DINITROPHtiNYLlb 

&THI~ROSOLUBLES 

La separation de tous les derives dinitroph6nyles etherosolubles doit se faire a l’aide 
d’une chromatographie bidimensionnelle. 

Trois types de chromatogramme peuvent Btre employ&. Exceptionnellement, 
dans les cas de melanges tres simples, on peut se contenter d’une (ou plusieurs) 
chromatographies unidimensionnelles, g condition de se reperer par rapport & des 
temoins lateraux de DNP-aminoacides. 

a. Solvants “tolukne” et “phosphate” (BISERTE ET OSTEUX~~, LRvy43). 

La cuve pour. la premiere dimension ascendante de la chromatographie est constituee 
‘par un recipient en verre, cylindrique ou parallelepipedique (hauteur: 46 cm,’ base de 
23 x 23 cm) qui doit &re tres hermetiquement ferme par une plaque de verre bien 

I3ibtiograp~iie p. aGg127.r. 
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plate. L’&anch&it6 de la cuve est assuree par un d6pBt de lubrifiant & base de silicone 
sur les bords de la cuve ou mieux par un joint de caoutchouc mousse place entre les 
bords de la cuve et le couvercle. Un poids assure le maintien en place de ce couvercle. 
Dans le fond de la cuve, on dispos’e l’un dans l’autre deux cristallisoirs & fond bien 
plat (diamatres 19 cm et 15 cm) qui laissent subsister entre eux un espace annulaire 
important. L’ensemble est place B l’obscuritk dans une chambre C& tempkrature con- 
stante (21O * 0.5”). 

La premibre dimension de la chromatographie est r6alis6e avec le syst&me 
“tolu&ne” de BISERTE ET OSTEUX~~ modifik par LEVY*~, dont la composition est la 
suivante : tolu&ne-pyridine-monochlorhydrine du glycol (ou z-chloro&hanol)- 
ammoniaque 0~8 iV (30 : g : 18 : IS). Les diff6rents rhactifs doivent Qtre. t&s soigneuse- 
ment purifies* . 

Le solvant “tolu&ne”, qui est biphasique, est Bquilibrk apr&s une seule agitation 
de I’ampoule au moins pendant 3 8. 4 h. La phase aqueuse infkrieure est rejetke et la 

5 

10 cm 
d’Phosphate” (desc.) 

‘. ,: 

Fig. 4, Disposition du chromatogrammc (papier Whatman No. I). desc. = chromatographie 
descendante ; asc. = chromatographie ascendantc. Apr+.s avoir roul6 en cylindre la feuillc de papier 
et agrafd les deux bords, il est recommande dc dkouper une surface de papier (surface hachurdo de 
la figure; 5 x 1.5 cm) afin d’dviter une montde trop rapide du solvant “tolu&ne” par capillarit6. 

phase organique est filtrc5e sur du papier Whatman No. I pour enlever les quelques 
gouttelettes d’eau qui restent. 

Les d&-iv& dinitroph&yl& en solution acktonique sont d6pos6s 2, l’aide d’une 
micropipette dans le coin d’une feuille de papier Whatman No: I (40 x 55 cm) 
(voir) Fig. 4). Apr&s le d&p&t des DNP-aminoacides, la feuille de papier est roulee en 
cylindre (la forme cylindrique est maintenue par des agrafes). 

Le rouleau est pos6 dans l’espace annulaire compris entre les deux cristallisoirs. 
On place dans le cristallisoir central 200 ml d’ammoniaque 0.8 N (57 ml d’ammoniaque 
concentrke B 22O 136, densit = 0.925, dans I 1 d’eau) et, directement dans le fond de 

* ToZut??ze : une extraction par de l’acide sulfurique pur (IOO ml d’acide par 1 de toluke) ” 
‘pendant 24 11; aprBs dkantation, distillation sur chlorure d’aluminium, lavage au carbonate de : 
.sodium & ZOO/~, ,lav,age & l’eau 3. plusicurs reprises (5 fois), filtration sur un ,filtre contenant des 
morceaux de papier qui serveni & fixer l’eau, conservation sur du chlortire de calcium set et 

.rizdistillation; cMoro8~hanbZ: distillation: $yvidine : distillation sur baryte et redistillation. ” 

Bibliographic p. zGg/qr. 
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la cuve, en dehqrs des cristallisoirs, 30 & 40 ml de la phase organique du, solvant 
‘%oJu&ne” p&par& comme il est indique ci-dessus. La cuve B chromatographie est tr&s 
soigneusement, fermbe et on laisse s’equilibrer le papier avec I’atmosph&re de la cuve 
au minimum pendant 5 &. 6 h. La prolongation de ce temps ‘d’kquilibration (24 h par 
exemple) ameliore encore la skparation. 11 faut signaler que des chromatogrammes 
plus satisfaisants sont obtenus dans des cuves en htat d’utilisation continue. 

Au bout de ce temps, on verse rapidement dans l’espace annulaire et & l’aide d’un 
entonnoir B longue tige, une quantitk sufisante (50 ml) de phase organique du solvant 
“tolu&ne”. La chromatographie ascendante dure ~5 h. Le lendemain, les feuilles sont 
enlevees,’ skchkes par ventilation d’air ti&de pendant IO & 12 h ci I’abri de la Zzcmidre 
sous une sorbonne. L’enEvement du solvant de la premiere dimension doit Btre 
complet. 

La feuille est alors dkplibe, retournee et placde dans une cuve en verre (dimensions: 
hauteur 4S cm, base 46 x 36 cm) bien &anche, pour une chromatographie descen- 
dante avec un syst&me solvant constituk par un tampon phosphate 1.5 A.4 de pH 6: 
PO,H,Na I M, PO,HNa, 0.5 M, soit 13s g de P04H,Na*H,0 et 71 g de PO,HNa, 
par 1, ou 156 g de POqH2Nan2Hz0 et 89 g de PO,HNa,*zH,O (se1 de Splrensen) par 1’. 

La chromatographie peut Btrc mise en route immhdiatement sans temps d’dquili- 
bration. 11 est nkessaire de placer dans le fond de la cuve un godet rempli d’eau. La 
durke de la chromatographie est de 15 h dans une salle k tempdrature constante 
( + ZIO & 0.5”) et & l’obscuritk Le chromatogramme est s&h6 pendant 6 h au moins 
par ventilation d’air ti&de dans une sorbonne obscure. 

Ce type de chromatographie bidimensionnelle permet de s&parer la plupart des 
DNP-aminoacides Bth&osolubles, sauf les DNP-aminoacides dicarboxyliques (acide 
DNP-aspartique, acide DNP-glutamique). Ces deux d&-iv& peuvent Btre s&parks en 
effectuant un second chromatogramme, en premiere dimension avec le syst&me 
“tolu&ne”, en seconde dimension avec du tampon phosphate de concentration plus 
&rte (2.5 M), la chrpmatographie descendante btant prolonghe pendant 48 h. La 
separation obtenue dans le cas d’un melange de DNP-aminoacides Bth&osolubles 
d’un hydrolysat total de prothine est schkmatisCe dans la Fig. 5. 

11 n’est pas nkessaire de definir la position de chaque tache par des RF dans les 
deux dimensions. En effet, la position relative de chaque d&iv& est toujours t&s 
caractkistique, et, de plus, les valeurs de RF, notamment dans le solvant “tolu&ne”, 
peuvent varier, dans une certaine limite, suivant le type de cuve & chromatographie. 
Parmi les autres causes de variations des Rp, on peut encore titer le degrk de saturation 
de l’atmosph&re de la. cuve, levieillissement du solvant “toluke”, la distance parcourue 
par le front du solvant, la composition du melange et la quantit.6 de DNP-amino- 
acides. Dans le das de melanges simples, dans lesquels plusieurs DNP-aminoacides 
sont ‘absents, l’identification exacte se fait aishment et sarement en pla$ant sur le 

‘* I1 est recommsnd6 de pr6parer un tampon de molarit plus Blev&: 3 M (PO,H,Na 2 M 

PO,HNs, I M, soit 312 g de PO,H,Na* aH,O et 17s g de PO,HNa,- 2H,O (se1 de Sorensen) par 
1). Cette solution peut Gtre dilude au’moment de la mise en route du chromatogramme. Elle est 
conservde & l’btuve & 37O. 

BibZiograf4ic p. 2Ggj27r. 
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ce+e de d&part, en m&me temps que le melange B Studier, ,un certain nombre de 
t&moins-internes qui peuvent venir “encadrer” les taches d’identification d8licate. 
Les traces de dinitrophkol qui peuvent encore se trouver dans les melanges 21. Ctudier 
et qui se dkolorent facilement et entikement au contact de vapeurs d’acide formique, 
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Fig. -7. Carte chrornatographique cles DNP-aminoacides bthbrosolubles d’un hyclrolysst total de 
prot&ne. Syst&mes solvants “toluixx” et “phosphate 1.5 &I”. DNP-NH, = clinitraniline; DNP- 
OH = dinitrophdnol. Sur le schdma, les clinitrophdnylaminoacides sont not& comme les acicles 
amin& correspondants, es. : Ala = DNP-slanine. l-IO-Pro = DNP-hydrosyproline; 1X-I-Iis = 

di-DNP-histidine. 

servent Bgalement de rep&e pour l’identification des DNP-aminoacides. Le rep&age 
et la localisation de faibles quantitds de DNP-aminoacides sont facilit& par un 
examen ra#&-Ze en lumike de Wood (fluorescence brune) ; la z,+dinitraniline, qui es! 
un artefact constant de la m&hode, prdsente dans ces conditions une fluorescence 
tr&s particuliCre de teinte jaune vert. Elle poss&de d’ailleurs un 32~ voisin de I dans 
le syst&me “tok.&e’J et tr&s faible dans le tampon phosphate. 

b. Solvants “n-bwta9~odNH,” et “jdzosjdiate” 

BRAUNITZER~~ a prckonise l’ernploi en premikre dimension ascendante du syst&me 
ut-butanol satur@ par de l’ammoniaque A 0.1 o/o (poids/vol.) (voir aussi I<ocH ET 

WEIDEL~~, DAL& ET HARRISON). On peut kgalement employer le syst&me propanbl- 
ammoniaque’ B 0~2% (poids/vol.) (75 : 25). 11 est pr&f&able de realiser la chromato- 
grahhie sur ,du papier Schleicher et Schiill No. zo43a ou 2o43b. 

La seconde dimension est faite soit avec le tampon phosphate 1.5 M (pH 6) 
de ‘LEVY (KOCH XT WEIDEL~~), soit avec un tampon phosphate plus dilud, 0.75 M 
de pH, 6 (DAVIE?, ET HARRISON)'. La 'durhe de .ia chroniatdgraphie avek le phosphate 
0.75 M est i-dduite A 7-8 heures. 
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’ L&s modalitks expkrimentales pour la conduite de la chromatographie sont en 
thus points cotiparables ZL celles que nous avons d&rites pour la chromatographie 
“tolubne” et “phosphate”. La position des DNP-aminoacides &h&osolubles est 
sch8matis6e dans la Fig. 6. 

- Butan-2-01 - 0.05 M Phtalate 

? ‘p “? 2? 25 3p 35,‘” 

0 CYs 

(W 

0 “‘* DNP-Q, 
Di-His 

&Z+Y' 
DNP-NH2 His@ Lys@ 

DNP-OH 

01~ 0 DNP-OH! 
‘*my’; ( Phe 

‘._,I Leu 
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Fig. 6. Carte chromatogrsphique des 
DNP-aminoacides Bth&osolubles d’un 
hydrolysst total de prot&ne. Syst&mes 
solvsnts “butanol-NH,” et “phos- 
phate 1.5 M”. DNP-NH, k dinitra- 
niline; DNP-OH = dinitrophdnol ; 

Di-His = di-DNP-histidine. 

Fig. 7, Carte chromatographique des DNP- 
aminoacides dth&osolubles d’un hydrolysat 
total de proteine. SystBmes solvants “sec.- 
butanol-phtalate pII 6” et “phosphate x.5 M” 
(d’ap’rk PHILLIPS~~). DNP-OH = di&trophdnol; 
DNP-NH 2 = dinitraniline ; PI - acide d-chloro- 
a-DNP-aminoval6rique: I?2 = acide a-chloro-& 
DNP-aminovalkique; PG = DNP-prolylglycine; 
PIG = &chloro-a- DNP- aminoval&ylglycine; 
PzG, = probablement a-chloro-&DNP-aminova- 

16rylglycine. Les DNP-aminoacides Bth&rosolubles habituellement rencontrBs dans un hydrolisat 
sont indiquds par des surfaces hachur8es. Les produits de ddcompositidn de la DNP-proline sont 
figur& par des surfaces pointill&es. L’E-DNP-lysine (hydrosoluble) coi’ncide avec la DNP-shrine. 

c. Solvants “sec.-bzctanol-fAtalate $H 6” et “$hos+hate” 

PHILLIPS~~ a dkrit une chromstographie bidimensionnelle sur papier Whatman No. 7 
dans laquelle la premi&re dimension s’effectue avec le solvant butan-z-01 saturb avec 
le tampon phtalate 0.05 M de pH 6* (durke de developpement 15 A 20 h). Le papier 
est, au prbalable, tampon& avec le tampon phtalate 0.05 M. La seconde dimension 
est rdalisge avec le syst&me tampon phosphate 1.5 M de pH 6 de LEVE‘ (dur+ de 

’ dkeloppement : une nuit) (Fig. 7). 

d. Solvants “aIcoo1 ted.-amylipe+htaZate $H 6” et “$hosphate 1.5 M” 

PHILLIPS~~ a egalement propose un couplage bidimensionnel cor@itu& en premi&re 
dimension ascendante par le syst&qe de BLACKBURN ET J_,OWTEIER~~ (alcool tert.- 
amylique.- ou 2-m&hylbutan-z-01 -saturk avec le tampon phtalate 0.05 M de 
pH 6” ; dur&e de d&veloppement dans l’obscuritk : 30-40 11). Une Equilibration prolon&e 

* Fovmacle’ du tampo~n #ddalnte : 50 ml de diphtalate de potassium 0.1 M (20.41S g p&r 1) et 
45.45 ml de NaOH 0.1 N; diluer & IOO ml avec de l’eau privbe ‘de CO,. 
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(une nuit) de la feuille avant le depart de la chromatographie am&ore les resultats 
(INGRAM ET ‘SALTON~~). La seconde dimension est r&alisee avec le tampon phosphate 
1r5 M de pH 6 de LEVY, apr&s un sechage & la tempkrature du laboratoire. 

Avant la premi&re dimension, les feuilles de papier Whatman No. 7 sont tam- 
ponnees avec le tampon phtalate 0.05 M de pH 6. Le papier Whatman No. 4 ou 3 MM 
est parfois employe avec le systdme solvant de BLACKBURN ET LOWTHER (LOCKHART, 
ABRAHAM ET NE~To+) . 

c. Valeurs cbm~ar~es des d@j%entes techniques 

Ces differentes techniques diff&rent essentiellement entre elles par la nature et la 
composition du systeme solvant de la premiere dimension. 11 est remarquable de 
constater que la repartition generale et les positions relatives des derives dinitro- 
phenyles sont toujours sensiblement les memes, quel que soit le systeme solvant 
employe en premiere dimension. 11 ne semble done pas que la separation realisee soit 
la consequence directe des lois de la chromatographie de partage pure. D’autre part, 
la chromatographie en seconde dimension consiste essentiellement en un “relargage” 
tout le long de la feuille de papier. 

Suivant les couplages realis&, la position du dinitrophenol, qui est le principal 
artefact de la niethode de SANGER’~, peut varier d’une facon importante. Dans ,le 
couplage’ “tolu&ne + phosphate”, le dinitrophenol est voisin du DNP-glycocolle et 
de la DNP-alanine. Dans les couplages “rt-butanol-NH, + phosphate” et “sec.- 
butanol-phtalate pH 6 -i- phosphate”, le dinitroph6nol est beaucoup plus pres de 
l’ensemble DNP-phenylalanine, DNP-leucine, DNP-valine, DNP-mbthionine, et 
cette position est beaucoup plus g&ante. Ces inconvenients sont naturellement 
reduits si le’ dinitrophenol a 6th &mine par sublimation. 

Neanmoins, en definitive, nous pensons que la rksolution la plus satisfaisante est 
obtenue par le syst&me “toluene +’ phosphate 1.5 M”. L’utilisation d’un tampon 
phosphate 0.75 M permet de reduire la duree de la seconde dimension. 11 est certain, 
toutefois, comme le signale PHILLIPSo4, qu’il y a certains inconvenients ZI, employer le 
systeme “toluene-pyridine-chloroethanol_5tmmoniaque” dans les laboratoires oh l’on 
effectue des dosages d’acides amines par les m&hodes colorimetriques & la ninhydrine. 

f, Autres systkmes solvants 

Tous les problemes poses par la separation des DNP-aminoacides dtherosolubles 
peuvent &re r&olus par les couplages bidimensionnels decrits ci-dessus. Quelques 
problemes simples peuvent 6tre abordes par l’emploi de l’un des syst8mes solvants 
precedents en chromatographie unidimensionnelle, a. condition de placer sur le 
chromatogramme des substances-temoins de reference (temoins lateraux et’tcimoins 
internes). Toutefois, d’autres systemes solvants ont &x5 proposes. Leur eniploi est 

‘. 
dependant limit& Q quelques problemes t&s particuliers. Parmi C&IX qui soiit les plus : 

utiles, citons: 
Eazc-benzthe-a&de. actftique (I:I:I) (PARTRIDGE ET DAVIS, cite dans &JGER ET 
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THOMPSON~), utilisable pour les DNP-aminoacides de RI;, .faible dans les solvants 
organiques: acide DNP-aspartique, acide DNP-glutamique, DNP-serine et Bventuelle- 
ment wide DNP-cysteique. 

SystBmes s&ants de MELLON et ~022.~~ (voir Ta,bleau IV) : 

Solvant A = n-butanol sature d.‘eau ; 
Solvant B = n-butanol-acetate de ut-butyle-ammoniaque & I y0 (v/v) (I : 2 : 3) 

(prepare 18 h avant l’usage) ; 

Solvant C 4 benzene-acide acetique & I y0 ; la chromatographie est ascendante, 
sur papier Whatman No. I; le papier est equilibre une nuit avant la mise en place 
du solvant organique; le systeme solvant C donne des tram&es. 

-TABLEAU IV 
VALEURS DES RI;. DES 2,4-DINITROPH~NYLA;MINOACIDES 

(D’aprk MELLON, KERN BT KOOVIIR”~~) 

rlcirlcs nminf?s Solvwt A* Solvanl B Solvnnt C 

Dinitroanilinc 0.90 0.97 o.gG 
Di-DNP-tyrosine 0.78 0.90 0.33 
Leucine 0*74 0871 0.70’ 
Isoleucine 0.73 0.70 0.70 
Di-DNP-lysine 0.72 0.81 0.11 
PhOnylalanine 0.71 0.70 0.55 
Tryptophanne 0.70 0.68 0.28 
Valine 0.68 0147 0.63 
Methionine 0.65 0.48 0.47 
Dinitrophenol 0.56 0.25 0.99 
Alanine 0.50 0.18 0.28 
Proline 0.48 0.17 0.44 
Threonine 0.43 0.12 0 
Glycocolle 0.36 0.08 0.07 
Serine 0.32 o.oG 0 
Acide glutamique 0.14 0 , 0 

Acide aspartique 0.12 0 0 
Di-DNP-histidine 0.35 0.50 0 

Arginine 0.37 0 0 

e-DNP-lysine 0.32 0.05 0 
a-DNP-lysine 0.33 0 0 

l Pour la composition des solvants, voir le textc. 

Systdme isooctane-monochloyhyd&ze dzc glycodn-fwo$anol (20:~:~) (WILLIAMSON 
ET PASSMANN~~) : Separation de la DNP-leucine et de la DNP-phenylalanine. 

Systdme d&cake (de’cahydronaphtaIklze)-acide ackticpe pzcr cristaZMsabZe (I:I) 
(BISERTE ET OSTEUXII), utilisable pour la separation chromatographique du dinitro- 
ph&nol et des DNP-aminoacides. 

.st-Propanot (dilue’ avec de Z’eati pour obtena’r awe densite’ de o&+&de act%ique 
‘_ (Contenant r.5%’ d’eazc) - I&o&e (E: zoo-140”) (20: 6:roo), en chromatographie 

descendante sur Whatman No. I trempe dans l’acide citrique 0.1 M et s&he & l’air; 
utilisable pour la separation des polymeres d’a-, p- et w-aminoacides (HEIICENS, 
HERMANS ET VAN VELDEN~~). ” . . : 
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Xylkne-acide ac&ique-tampon phtalate 0.05 M de $H 6 (x0:5:4) (LANDMANN, 

DRAICE ET WHITEQ~); le papier est tampon& avec le mQme tampon, puis Bquilibrk. 
avec la couche inferieure 16 h avant la mise en route. 

n-B&anal-&hanol-eau (40:10:50) (v/v) (KENT, LAWSON ET SENIOR~~). 

Alcool benzylipe additionne’ de IO yO d’tthanol (v/v) et satwe’ avec le tampon Phtalate 
0.05 M de +H 6 (BLACKBURN ET LOWTHER~~) (voir Tableau V). 

Propanol-cyclohexane ou Esther de pkttyole (E: ~00--120~) (30:70 v/v), sature avec 
le tampon phtalate 0.05 M de pH 6 (BLACKBURN ET LOWTIIER~~) (voir Tableau V). 

TABLEAUV 

RF DES DNP-AIIINOACIDES SUR PAPIER TAMPONNS (TAMPON PHTALATE DE PI-I 6) 
(D'aprBs BLACKBURN ET LOWTI-IER~~) 

C~CIOJlWCllC 

contcnnnt 
30% dc propnnol 

A Icool 
tcrt.-nrnyliquc 

DNP-leucine 0.2s 

DNP-valine 0.23 
DNP-ph6nylalanine 0.22 

DNP-alaninc 0.1s 
DNP-glycocolle 0.10 

DNP-tl&onine 0.07 
DNP-shrine 0.05 
Acide DNP-glutamique 0.05 
Acide DNP-aspartique 0.02 

0.88 0.71 
0.79 o-59 
0.74 0.63 
0.40 0.36 

0.23 0.26 

0.36 0.26 
0.21 0.1s 

0.04 0.07 
lent 0.03 

Tampon citrate de sodium-acide chlorhydrigue M ou 0.7 M de $H 6.2 (ROVERY ET 

FABRE'*, DESNUELLE ET FABRE~~); dur&: 16 11; c’est en fait une application de la 
chromatographie dite “de relax-gage”, comparable & celle realisde avec le tampon 
phosphate 1.5 M de pH 6 de LEVY. 

Solvant de BLACKBURN ET LOATHER modifie’: tert.-pentanol contenant ro% (v/v) 
de propan-2-01 sature’ avec du tampon Phtalate (GREGORY ET YOUNG, rkultats non 
publi&, cites dans WALEY~~). 

Chloroforme-acide ac&ique 1.5 N-n-propanol (ro:6:10) (SANGER ET TFIOMPSON'~) : 

chromatographie en phase inverGe sur du papier silicone ( KRITCHEVSKY ETTISELIUS~~) ; 
le papicr est suspendu dans la cuve saturke de vapeurs de la phase organique pendant 
3 h; puis le d&eloppement se fait avec la phase aqueuse; la di-DNP-tyrosine et la 
di-DNP-lysine ne migrent pas, tandis qtie les autres DNP-aminoacides migrent asset 
rapidement. A cause de la variabilite des R F, il est indispensable de mettre des t&moins 
latkaux de DNP-aminoacides. 

Chloroforme-propan-+ol-benzoate de potassium 0.05 M (45:4g: 6 v/v) ou cyclo- 
hexane-@ofian-2-oZ-benzoate de potassium 0.05 M (60: 36: 4 v/v) (MONIER ET PENASSEOO). 

Solvant alcool n-amylique agitt! avec un volume &gal de solution d ‘ammoniaque’ 2 N ; q 

la phase aqueuse est.utilisee pour la saturation de la cuve (BOWES ET Moss14). 

Alc,ooZ’ tert.-amylique-m&hylkthyc&one-benkoate de potassium (54340: 6) (MONIER 

ET $_JTISZSD). ,: 
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6.MODALITk5 D'APPLICATION PARTICULI$RES DELA CHROMATOGRAPHIE 

DEsDNP-AMINOACLDESIZTH~~ROSOLUBLES 

a. Hydyolysats totaux d’une DNP+rott%ne et DNP-aminoacides 
d’un hydrolysat total 

Tous les probl&mes peuvent &re abordes par les couplages bidimensionnels decrits 
ci-dessus. Nous donnons cependant la preference aux syst&mes “toluene” et “phosphate 
x.5 M”. Quelques cas particuljers sont t&s delicats B resoudre. 11 est parfois necessaire 
d’dluer les taches de DNP-aminoacides du chromatogramme afin de pouvoir les 
etudier de nouveau avec d’autres systemes solvants. 

I. Elutiom des taches de DNP-awkzoacides 

L’elution du papier est conduite de la facon suivante. Les zones de papier contenant 
les DNP-aminoacides sont decouples, placees dans des tubes & centrifuger et 81uBes 
par 2 B 3 ml de bicarbonate de sodium & 2% pendant 15 min a une temp&ature de 
50-55”. Apres refroidissement et acidification du milieu par de l’acide chlorhydrique 
dilue, les DNP-aminoacides sont extraits par l’ether sulfurique prive de peroxydes. 
Afin d’eliminer des liqueurs &her&es toute trace de solvant employe au tours de la 
premiere chromatographie, celles-ci sont de nouveau soumises a une extraction par 
2 & 3 ml de bicarbonate de sodium a 2% et, apres acidification, la seconde solution 
bicarbonatee est extraite a l’etlzer. Cette solution ether&e (2 $ 3 ml au maximum) 
peut Btre deshydratee sur du sulfate de sodium anhydre. Apres evaporation ou 
concentration, les DNP-aminoacides sont alors deposes sur la feuille de papier 
Whatman No. I et soumis a une chromatographie unidimensionnelle dans le nouveau 
systeme solvant. 

2. S&baration des acides DNP-dicarboxylipes 

Seuls, les acides DNP-aspartique et DNP-glutamique ne sont pas &pares par les 
couplages bidimensionnels. Ce probleme peut &.tre resolu par une seconde chromato- 
‘graphie bidimensionnelle dans laquelle la deuxieme dimension est realisee avec un 
tampon phosphate de concentration plus &levee (2.5 M), la premiere dimension pouvant 
se faire cette fois de preference avec le systeme butanol (NH,) qui s’evapore plus 
rapidement que le systeme “toluene’~‘. 

On peut aussi Bluer du chromatogramme bidimensionnel les taches des DNP- 
aminoacides dicarboxyliques et soumettre l’eluat a une chromatographie unidimen- 
sionnelle dans le syst&me alcool isoamylique sature d’acide acetique a I o/0 (Xp de 

l’acide DNP-aspartique 0.30 ; RF de l’acide DNP-glutamique 0.46) (BISERTE ET 

OSTEUX1l), 

3. Satperfiositions des taclaes de DNP-aminoacides 

(i) Szcper+osition DNP-histidine-DNP-tryPtophan~ae. Dans le couplage bidimen- 
sionnel “tolu&ne + phosphate” la DNP-histidine et le DNP-tryptophanne se placent 
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au m&ne endroit. Cette concordance ne pose toutefois pas de problemes particuliers’, 
car, d’une part, le DNP-tryptophanne est detruit au tours de l’hydrolyse acide et 
d’autre part, la di-DNP-histidine n’accompagne les DNP-aminoacides etherosolubles 
que dans le cas d’une extraction couplee ether + acetate d’ethyle. 

(ii) Sti$erfiositiovt DNP-s~yrine-DNP-m~ttl~on~ne-szclfone. Dans le systeme “tolu- 
&e-phosphate 1.5 AI”, la DNP-shrine et la DNP-methionine-sulfone se superposent. 
En fait, la formation de la DNP-methionine-sulfone aux depens de la DNP-methionine 
n’a lieu qu’au tours de l’extraction des DNP-aminoacides par de l’ether qui n’a pas 
et’5 priv6 de peroxydes. Si la prksence de DNP-methionine est soupconnee, la zone 
DNP-shrine + DNP-threonine peut 6tre chromatographiee de nouveau dans le 
systeme alcool tert.-amylique-phtalate de BLACKBURN ET LOWTHER~~. 

(iii) Dtfriw~% dinit~o~ht%yUs des acides diaminks. La di-DNP-lysine, la di-DNP- 
ornithine et l’acide di-DNP-diaminobutyrique ne se &parent pas dans le couplage 
“toluene-phosphate 1.5 M”. Une separation partielle de la di-DNP-lysine et de la 
di-DNP-ornithine peut Qtre obtenue en chromatographie avec le systeme butanol-, 
acide acetique-eau (4: L : 5). 

L’identification de ces composes est done delicate. Pour resoudre ce probleme 
(qui peut se poser parfois dans le domaine des polypeptides bacteriens), il est done 
indispensable de re&n&er les acides amines constitutifs (voir plus loin, paragraphe 
G, a, 4) et d’identifier ceux-ci, par exemple par une Blectrophorese sur papier dans 
un appareil “en toit” (type Durrum) a pH 3.9 [tampon pyridine-acide acetique-eau 
(30: IOO : 4870)] pour la separation de l’acide a,y-diaminobutyrique du groupe ornithine 
+ lysine, ou & pH,,11,7 (ammoniaque N) pour la separation de la lysine et de l’orni- 
thiue. 

4. ProblBme des DNP-Zezccines 

Aucun systeme solvant ne permet une separation satisfaisante des DNP-leucines. Au 
tours de la determination d’un residu en postion N-terminale, le seul moyen de 
resoudre la question consiste & regenerer l’acide amine & partir de son derive dini- 
trophenyle. 

La regeneration” * peut se faire par chauffage dans un tube scelle & 105’ pendant 
I h avec de la baryte 0.3 N (MILL@). Ensuite, on Blimine la baryte sous forme de 
carbonate de baryum en faisant passer dans la solution un courant de gaz carbonique. 
Apres evaporation a set, le residu est analyse en chromatographie sur papier. 

On peut ‘egalement chauffer les DNP-aminoacides en prksence d’ammoniaque 
(densite 0.880) en tubes scelles & IOOO (LOWTHER~~). 

La separation chromatographique de la leucine et de l’isoleucine peut Qtre 

* La .sBparstion du DNP-tryptophanne et de la di-DNP-histidine peut Btre obtenue dans lcs 
systc5mes de MELLON : benzene-acide acetique i I Ojo ; ?t-butanol sature d’eau (voir Tableau IV), et 
gi;s le systeme sec.-butanol-tampon phtalate de pH 0 (RF du DNP-Try = 0.51; Rp de la DNP- : 

= 0.33). DurBe de la chromatographie: 40 h (resultats personncls). 
** Ces methodes ,de r6generation sont valables pour tous les DNP-aminoacides; elks sont 

utilisablcs unique,ment pour ,une identification, car les rcndements e,n acides amines, reg&n!&s 
sont faibles. 
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obtenue soit dans le systhme twt.-pentanol-esu (WORKED), soit dans le systeme de 
H~~GsTR~~M~S, soit dans le m.&lange wbutanol-alcool benzylique-eau ( CONSDEN 
et aL20). 

5. Prod&s de d&omposition de la DNP-proline 

Au tours de l’hydrolyse de la DNP-proline, deux d&iv&s nouveaux peuvent se former : 

l’acide &chloro-a-DNP-aminovalerique et l’acide oc-chloro-&DNP-amindvalerique 
(SCANES ET TOZER 81 * La destruction de la DNP-proline et l’apparition de ces com- ) . 

” PO&S dhpendent des conditions d’hydrolyse (voir paragraphe D, c, I, p. 239). 

11 est d’ailleurs commode d’identifier la DNP-proline en position N-terminale 
par l’intermediaire de ces deux artefacts (PHILLIPS6*). Leur separation chromatogra- 

1 - l TokAne” 

Fig. 8. etude chromatographiquc (syst&mes solvants “tolu&nc” et “phosphate”) dcs produits de 
dGcomposition de la DNP-proline (hydrolyse par l’acidc chlorhydrique 5.6 N B 1oo-1o5~ pendant 
24 h en tube scell8). DNP-proline - surface hachurde; PI = acide d-chloro-a-DNP-aminovaldrique 

PZ = acide a-chloro-&DNP-aminovalkique; DNP-OH = dinitroph8nol. 

phique soit dans le couplage “tolu&ne” et “phosphate” (voir Fig. 8) soit dans le 
couplage “sec.-butanol-phtalate” et “phosphate” (voir Fig. 7) est relativement 

commode. 11 est intbressant de signaler que la DNP-proline prend une coloration 
rouge apr&s exposition prolonghe du chromatogramme & la lurni&re de Wood. 

6. Artefncts chromatogra$&igztes de la phase &th&osoZuble 

Le @nitroph&ol et la dinitraniline sont des artefacts habituels de la fraction &h&o- 
soluble. Le dinitrophknol pcut Qtre facilement 6liminB par sublimation** (voir para- 
graphe C, c, p. 235). La dinitraniline ne gene pas la &paration chromatographique, 
c&r elle se place loin de tous les autres d&iv& dinitroph&yl&, 

* Sous l’sction des agents hydrolysants, il y aurait ouvcrture du cycle pyrrolidine suivant la 
r&action : 

y-h-y% I-ICl 
CH,-CH, 

C2 ><H_COOH 
~ 

AH,Cl &II-COOH 

7332 -CEI, 
011 

CH, 
/ \ 

+-CO,, 

w, 
” 0 TN@ 

NI-I ‘,‘,‘Z,,* 
&NP 

0 ?=I 
DNI’ 

Q) 

l l 11 peut”0tre Blimind Bgalement sur colonne d’acide silicique MALLINCKRODT, preparc? pour la 
chromatographie parla m6thode dc RAMSEY ET PATTERSON (LIET AsHQ~). 
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Avec certaines prhparations de fluorodinitrobenz&ne, nous avons parfois con- 
state la pr&ence d’acide picrique dans une zone voisine de celle qui est occupke par 
la phbnylalanine (voir Fig. 9). L’Bluat de la tache donne les reactions c&-actkistiques 
et classiques de l’acide picrique. 

D’autres artefacts ont hgalement @t@ signal&, notamment par REDFIELD ET 
ANFINSEN’~: une tache plus lente que la phenylalanine dans le “tolu&ne” et un peu 
plus lente que la leucine dans le phosphate: un artefact orang6 un peu plus rapide 
que la glycocolle; un autre artefact orange dans la region de la valine. Enfin, d&x 
produits de dkomposition de l’e-DNP-lysine (l’un jaune, l’autre ordig&) peuvent se 
placer dans la zone comprise entre la di-DNP-lysine et la di-DNP-histidine. 11s 
peuvent &re confondus avec la di-DNP-histidine. 

b. Hydrolysats enzymatiques de #wot&zes ; st+aration des DNP-as$aragi?ae 
et DNP-glutamine 

Le seul probEme particulier pose par 1’6tude des DNP-aminoacides des hydrolyssts 
enzymatiques de prot6ines (par exemple : action de la carboxypeptidase ou de la 
leucine-aminopeptidase) est celui de la kparation de la DNP-asparagine et de la 
DNP-glutamine. 

Dans le couplage “tolu&ne” et “phosphate 1.5 M”, ces deus d&iv& forment en 
effet une tache confluente, mais nettement &par&e des autres d&iv&s dinitroph&yl&, 

Fig. 9. Chromatographie des DNP-aminoscidcs bth6rosolubles 
clBcelablcs apr& dinitroph6nvlntion d’un milieu biologique. Sy- 
st&mcs solvants “tolubne” et”phosphate z .5 fW ‘I. u-NH,-Ad. = 
acide a-aminoadipique : Sar = sarcosine; P-NH,-Isobut. = 
acidc P-aminoisobutyrique (T-spot) ; AC. pip&. = wide 
pij$colique; Asp.-NH, ‘= asparsgine; Glu-NH,, = glutamine; 
P-Ala =m @-alanine : y-NH,-But. = acide y-aminobutyrique; 
PI et I??, = produits de $ldcomposition de la proline (voir Fig. 8). 

Ribliografil8ie p. aGgla7r. 
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0 Glu -NH2 
Z’ 
Ir! 

()ASP-NH~ 
OJ 

3 
2 
5f- 

Glue 0 .i? 
a- NH2-Ad. ?- 

Asp0 

Fig. 1 o. SBparation des DNP- 
aminoacides dicarboxyliques 
et de leurs amides par le 
systkme solvant “phosphtite” 
2.5 A!!“. Glu-NH, = glu-, 
taminc ; Asp-NHI,, = aspara- 
gine ; a-NH,-Ad. = acide 

a-aminoadipique. 
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entre le DNP-glycocolle et le groupe DNP-serine-DNP-threonine (Fig, 9). Apr&s 
Ablution de cette zone, suivant les modalites techniques d&rites plus haut (paragraphe 
G, a, I, p. 251), la DNP-glutamine et la DNP-asparagine sent facilement &par&s en 
chromatographie unidimensionnelle dans le tampon phosphate 2.5 M (Fig. IO). La 
glutamine se place derriere l’asparagine. 

c. Milieux biolo&ties complenes 

La dinitrophdnylation de la fraction “aminoacides” d’un milieu biologique complexe 
(sang, urine, tissus) conduit a la formation de nombreux d&iv& dinitroph&iyl&, 
Bth~rosolubles nouveaux, qui viennent le plus souvent se placer au niveau des DNP- 
aminoacides habituels sur les chromatogrammes “tolu&ne-phosphate 1.5 M” (Fig. 9). 

L’acide &DNP-aminoadipique ne peut Qtre sdpard de l’acide DNP-glutamique, 
m&me avec un’tampon phosphate 2.5 M de pH 6 (Fig. IO). 

La DNP-sarcosine se place au niveau de la DNP-threonine. Elle peut en Btre 
distinguee, apres Glution de leur tache commune, dans le systeme butanol-acide 
‘acetique-eau (4: I: 5)) l’identification se faisant a l’aide de thmoins lateraux: la DNP- 
sarcosine se place derriere la DNP-threonine. 

La DNP-,!3-alanine et l’acide y-DNP-aminobutyrique forment une tache con- 
fluente placee sous celle du DNP-glycocolle. Apr&s Ablution de l’ensemble de la zone, la 
separation peut etre faite, en s’aidant de temoins lateraus, en Blectrophorese sur 

” papier a p1-I 3.9 (tampon pyridine-acide acetique-eau (30: 100:4570)) sous 3ooV 
pendant 4 h dans un appareil “en toit” (type Durrum’. L’ordre croissant de migration 
vers l’anode est le suivant : acide y-DNP-aminobutyrique, DNP+alanine, DNP- 
glycocolle. L’utilisation du systeme sec.-butanol-tampon phtalate de pH 6 permet la 
separation DNP-glycocolle (RF = 0.29” DNP-alanine (Xp = 0.43\, DNP-@alanine 
(Xp = 0.52) (durCe de la chromatographie : 40 h) (resultats personnels! . Les RF de l’acide 
y-DNP-aminobutyrique dans cliff&rents systemes solvants sont les suivants (KO JIhlA et 

ad.4°j : n-butanol sature avec de l’ammoniaque: 0.40; vt-butanol-eau-ethanol(4: 2 : I) : 
0.90; n-butanol-acide a&tique-eau (4: I : 5’ : 0.95; tampon phosphate 0.1 M: 0,66. 

L’acide P-DNP-amino-isobutyrique (T-spot) comcide avec la tache de la DNP- 
alanine. Apr&s dlution de cette zone, l’identification de ces deux composes peut se 
faire, en presence de tdmoins lateraux, en chromatographie unidimensionnelle dans 
le butanol-acide acetique-eau (4: I : 5). L’alanine se place derriere l’acide /3-DNP- 
amino-isobutyrique, 

L’acide DNP-pipecolique ne se &pare pas de la DNP-valine en chromatographie 
,bidimensionnelle. Apres Ablution de cette zone, l’identification de ces composes peut se 
faire a, l’aide de temoins lateraux en dlectrophorkse sur papier en tampon acide 
acetique N de pH 2.4 sous 300 V pendant 5 h dans un appareil “en toit” (type 

~,~ Durrum). La DNP-valine migre plus rapidement que l’acide DNP-pipkolique. 
., it.+, ‘Toutes ces identifications sont longues et delicates. 11 est indispensable qu’elles 
‘. ‘Isoient. toujours effectuees en presence des ‘DNP-aminoacides correspondants places. 

en t&Gins internes et latdraux. . 
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I-I. CHROMATOGRAPHIE DES DNP-A~LIINOACIDES HYDROSOLUBLES 

La separation des DNP-aminoacides hydrosolubles depend directement des applica- q 
tions particulieres de la methode des DNP-aminoacides. # 

a. DNP-aminoacides lzydrosohbles ‘d’tin hydyolysat total de $kott%ne 

I. Di~zitro~h~~lzylatiolz~ en miliezc hydra-alcooliqace (voir paragraphe C, b, 2, p. 234) 

Les DNP-aminoacides non Btherosolubles du milieu sont l’a-mono-DNP-arginine et la 
di-DNP-histidine. La di-DNP-histidine peut 6tre extraite par l’acetate d’ethyle. On 
peut done etre amen6 soit a &parer l’a-mono-DNP-arginine et la di-DNP-histidine, 
soit 5, clxomatographier l’a-mono-DNP-arginine seule. Ce probleme peut Gtre facile- 
ment resolu par une chromatographie unidimensionnelle dans le systeme “tolu&ne” 
(voir Fig. II). Malgre la simplicite apparente de la question, de nombreuses diffkultes 
techniques peuvent se presenter au tours de sa resolution. La variabilite des &de 
ces composes, la presence d’artefacts color& sont les principales causes d’erreur. ,I1 
est done indispensable d’effectuer la chromatographie unidimensionnelle sur une 
feuille de papier Whatman No. I distincte et non pas, comme l’avait indique LRwd3, 
sur le chromatogramme qui est utilise pour la separation des DNP-aminoacides 

t 

8 DNP- 

‘J&J . 4 

@s+E-DNP-Lys 5 

“Toluhe” 

NH, I 
Di-His 

0 

,t---‘ 
0 : I rDNP-OH 
‘.._/ 

A&k cysthique 

z 
l Taurine 

i OSer 
3 
co 
a 
_z a c 

0 
Glucosamine 

Fig. I I, Chromatographie sur papier des DNP-aminoscides hydrosolubles. (a) Chromatographie 
unidimensionnelle des DNP-aminoacidcs hydrosolubles (systbme solvant “toluene”), I = melange 
des derives temoins; z = hydrolysat total apres dinitrophktylation en milieu aqueux (technique 
de LEVY, paragraphe C, b, I, p. 232); 3 = hydrolysat total apres dinitrophkylation en milieu ‘_ 
hydro-alcoolique (paragraphe C, b, 2, p. 234) : 4 = hydrolysat total apres extraction de la di-D$l?-: 
histidine par l’accitate d’&hyle, (voir Tableau II) ; 5 = presence d’ s-DNP-lysine (et Oventuellemen~~ 
d’autrcs derives dinitrophenyles hydrosolubles) apres hydrolyse totale d’une D’NP-proteine? 
(b) Carte chromatographique bidimensionnelle (“toluene” 
dinitrophenyl&s hydrosolubles. 

et. “phosphate I .5, M”) de d&iv,% 
(c) Position de la DNP-taurine (hydrosoluble) sur la carte,: 

chromatographique “tolu&ne” et “phosphate 1.5 MI’, 1 \ 

BibliografiJtie p. 2cg127z. ” .., ; ., ’ . : 
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kthkosolubles (les deux dkpbts de substances 6th6ro- et hydrosoluble se faisant aux 
.dkux’ extrkmit& de la feuille, la bandelette contenant les DNP-aminoacides hydro- 
solubles &ant d&coup& enstiite avant la mise en route de la deuxi&me dimension 
+,ns le phosphate 1.5 M). 

Sur cette feuille s&pa&e, il est Ggalement indispensable de placer des t6moins 

lat6raux et internes d’a-mono-DNP-a&nine et de di-DNP-histidine et d’effectuer sur 
le papier une &v&lation de Salcaguchi*, reaction qui donne une coloration rouge 
oran& avec l’a-mono-DNP-a&nine. 

2. D~nitrofMnyZatio~ en milieu aqzcewv (technique de”L~y~; voir paragraphe C, b, I, 

P* 234 

Dans ces conditions, les DNP-aminokcides hydrosolubles peuvent Qtre l’a-mono- 
DNP-argikne et l’a-mono-DNP-histidine, celle-ci n’&ant pas extractible par l’ac6tate 
d’6thyle. La separation peut s’effectuer bgalement en chromatographie unidimension- 
nelle dans le syst&me “tolu&ne” sur une feuille distincte, en presence de t6moins 
lateraux et internes. Enfin, il est indispensable de vkifier la nature des d&-iv& 
dinitroph&nyl& par la reaction de Sakaguchi pour l’a-mono-DNP-arginine et par la 
r&action de Pauly** pour l’a-mono-DNP-histidine. 

b. DNP-aminoacides hydvosolubles d’zcut hydrolysat de 
DNP+rot&ne ozc de L)NP-peptide 

(Probl&me de l’identification d’un rksidu d’acide amine en position terminale) 

I. Prothte 

Dans le cas d’une prot&ne, l’histidine et l’arginine en position N-terminale peuvent 
dormer des d&iv& hydrosolubles, la di-DNP-histidine (r6acti.qn de Pauly nhgative) 
: 
et Bventuellement l’a-mono-DNP-hiSFidine (reaction de Pauly positive), et l’a-mono- 
DNP-arginine (r&action de Sakaguchi positive). Dans le cas d’une protkine oxydhe, 
la cystine dventuellement en position terminale est oxyd&e en acide. cystkque et la 
phase hydrosoluble de l’hydrolysat de la DNP-proteine oxyd6e peut kgalement 
,contcxGr de l’acide DNP-cyst6ique. 

Mais l’hydrolysat contient obligatoirement d’autres d&iv& dinitroph6nyGs : 

l’s-DNP-lysine (compos6 j aune, donnant une reaction brune A la’ ninhydrine), 
l’imidazole-DNP-histidine (compos8 peu color&, ,donnant une reaction brune & la 
.ninh$drine et prkentant une fluorescence sombre eti lumigre de Wood, ne donnant 

* ‘Technique de la r&action de Snknguclb ,vecommandbe : pulv6riser le chromatogrsmme avec 
une solution de S-hydroxyquinol&ne B o. I o/O dsns l’ac6tone ; spr&s &chage, pulvbriser une solution 
d’hypobrotiite de sodium p&pa&e cxtemporanc5ment en dissolvsnt 0.2 ml de brome dans 100 ml 
de*smde .0.5 N; les taches de DNP-arginine virent au rouge rosb, 

rw 
Technique de la rdaction de Pnuly veco~mmnndt?e : pulv&iser le chromatogra&me av&c le m8lange 

:I:,, ‘I. $ parties &gales des deux reactifs suivants: v&a&f a : p-anisidine I g, acidc chlorhydrique pur I ml, 
bthanol absolu IOO ml; &aclif b : nitrite d’amyle IO g, Ethanol absolu q.s.p. IOO ml; attendre 3 & 5 
‘min le skhage du papier B la tempdrature du laboratoire, puis pulvkriser une solutiori de potasse 
B I O/O clans l’bthanol ; l’a-mono-DNP-histidine. et l’histidine ddnntint des tnches rouge brique sur 
un fond jaune orang6. 

Bibliogra@ie $A 269127r. 
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pas la r&action de Pauly), l’O-DNP-tyrosine (compose incolore, donnant une reaction 
violette & la ninhydrine, presentant une fluorescence sombre en lumiere de Wood). 
gventuellement, on peut trouver egalement de la S-DNP-cysteine. 

, 
. . 

Le probleme Q resoudre peut done Qtre relativement complexe, d’autant plus que 
les quantites d’e-mono-DNP-lysine sont toujours importantes par rapport aux 
quantit& de d&rives dinitrophenyles pouvant provenir d’un rksidu en position N- 
t erminale. 

La question peut Qtre abordde de plusieurs facons. On peut essayer de s&parer 
l’ensemble des composes par une technique chromatographique. 11 est possible 
Bgalement de simplifier le melange avant de le soumettre & la chromatographie.” 

(i> S&aratiom chromatogra;bhiqties des d&ivks d&itropht%yZt% hydrosolzcbles. Les 
systemes solvants preconis& peuvent Qtre soit ceux de la chromatographie classique 

x His 

Im-DNP- 
x wis 

yl;P- 

O 0 

E-L;~P- 

0 
Di-His 

Tau 

0 c5s03H 

0 
u- DNP- 

Arg 0 
Glucos. 

Fig. I 2, Chromatographie sur papior des DNP-aminoacides hydrosolubles. SystOmo solvant : 
butanol-acide acdtique-eau (4 : I : 5). Les Croix indiquent l’emplacement de l’histidine libre (His) 
et de l’imidazolc-DNP-hi&dine (Im-DNP-His), 

Cys-SOsH 
compose tres faiblement color6 en jaune. 

= acide DNP-cysteique. 

des acides amin&, soit ceux de la chromatographie des d&iv& dinitroph6nyles 
&h&osolubles. 

Les systkmes butanoliqzces acides peuvent Gtre employ& avec profit: syst&me 
butanol-acide acetique-eau (4: I :5) de PARTRIDGE, pr&pare 24 heures avant son 
usage (SANGER ET TUPPY*~) (voir Tableaux VI et VII et Fig. 12) ; syst&me ut-butanol- 
acide ac&ique-eau (3: I : I) (INGRAM ET SALTON~~) en chromatographie ascendante* ; 
systeme wbutanol-acide formique-eau (75 : 15 : IO) (MARGOLIASH~~, ACHER~) (voir 
Tableau VII). Dans le syst&me b$akol-acide ac&ique-eau (250: 60: 250 v/v) de 
WOIWOD~~, la d-mono-DNP-ornithine migre moins vite que l’s-mono-DNP-lysine 

-. 0 

* Cc syst&me permet de &parer l’e-mono-DNP-lysine et l’acide mono-DNP-diaminopimelique. c 
Ces deux d&iv&s peuvent Bgalement Qtre s&pares en blectrophorese sur papier Whatman No. 3 MM 
en tampon do pH 6.‘4 (pyridine-acide acetique-cau : I o : 0.4 : go) sous 20 V/cm pendant I h (INGRAM 
ET SALTOND"); ', 

Bibliograpitie p. aGgla7r. 
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(NEWTON ET ABRAHAM~~). La variabilite des Rp suivant les conditions experimentales 
oblige 2~ l’utilisation de temoins internes lateraux et de colorations spkifiques (reac- 
tions de Pauly et de Saltaguchi). 

TABLEAU VI 
Rp DES D$RIVl&i DINITROPH&NYL$S HYDROSOLUBLES 

Papier Whatman No. 4; solvant butsnol-acide acbtique-esu (4 : I : 5) prepare 24 h avant usage. 

Rlz 
Co1tlnrr 

des taches 
Rhtion d la 

ninhydrim U.V. 

0-DNP-tyrosine 0.s4 
a-DNP-srginine 0.81 

s-DNP-lysine o-77 
Leucine’ 0.67 
Imidazolc-DNP-histidinc 0.57 
Valine* 0.49 
Acide DNP-cysteique 0.42 

incolore 
jaune 

jaune 

K 
- 
jaune 

violet 
pas de reaction 

brun 
- 
brun 
- 
- 

sombre 

. 

sombre 

* Les Rp de ces acides amines sont donnks B tit& de comparaison. 

TABLEAU VII 

RF DES Dl%RIV$S DINITROPHI%NYLl%S HYDROSOLUBLES DANS QUELQUES SYST$MES SOLVANTS 

Butarrol-acide formique Butanol-acide ac#ique 

SAtPiER Rbultats 
ET TUPPY”” pevsonnels 

Histidine 
a-DNP-histidine 
Imidazole-DNP-histidine 
Di-DNP-histidino 
‘a-DNP-lysine 
a-DNP-arginine 
Acide DNP-cysteique * 
Taurine 

0.02 
0.09 
0.16 

0.63 

0.09 
0.57 

0.24 0.57 0.33 
0.75 0.83 
0.5G 0.77 0.60 
0.65 O.SI 0.65 

0.42 0.45 
0.43 

0.87 
0.90 
0.93 
0.24 

* L’acide DNP-cyst6ique n’est pas adsorb6 sur les colonnes de talc comme les autres derives 
dinitrophenyl& hydrosolubles (voir paragraphe D, d, I, p. 242). 

Les systdmes g5hhzoZiqzces peuvent egalement Btre essay&s, notamment le phenol 
satur6 d’eau en atmosphere d’ammoniaque a 3% (v/v) et d’acide cyanhydrique (voir 
Tableau VII), qui permet une separation satisfaisante de l’acide DNP-cysteique de 
l’ensemble des autres derives dinitrophenyles hydrosolubles. En chromatographie 
bidimensionnelle [butanol-acide acetique-eau (4 : I : 5) en premi&re dimension et 
phenol (NH, 3%) ou m-crkol-phenol-tampon borate de pH 9.3 (25 : 25 :7)* en 
seconde dimension] l’acide DN,P-cystbique est nettement &par& 

;e 
* Tampon borate: 200 ml d’acide borique 0.1 N et: I 13.5 ml de NaOH 0.1 N. Le tampon est 

‘pulverise Bgalement sur, le papier avant la mise en route de la seconde dimension, sauf dans la 
’ ,aone du chromatogramme oil se trouvent les acides amines s&pares par la premiere dimension 

(LEVY ET (3~~~44). Dans la carte chromatographique des acides amin& et des DNP-aminoacides 
hydrosolubles, donnde par FRAENKEL-CONRAT, I-hRRIS ET LEVY~~, la position de la di-DNP- 
histidine est inexacte (voir Fig. 12). 

Bibliographic p. 26g/27z. 
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Les systkmes solvants d&wits pozcr Zes deiiv& dinitro~h&yl& &h&osoZzcbZes peuvent 
Btre aussi employ&, notamment le syst&me alcool tert.-amylique-tampon phtalate de 
pH 6 de BLACKBURN ET LOWTHER (voir Fig. 13) ou le systQme “tolu&ne” de BISERTE 
ET OSTEUX (voir Fig. I I). 

La chromatographie bidimensionnelle “tolu&ne-phosphate 1.5 1M” a Bgalement 
Bt6 pr&coni&e. Mais le. r&ultat n’est pas t&s satisfaisant ; la separation de l’arginine 
et de l’EYmono-DNP-lysine n’est pas tr&s poussde* et ce couplage ne donne pas de 
meilleurs r&ultats que la chromatographie unidimensionnelle. 

L’h?ectrophorJse SUY papier peut aussi r&oudre facilement quelques probl&mes. 
Pa? exemple, la s6paration de l’a-DNP-arginine et de l’s-DNP-lysine peut etre 

@h AC. CystC’ique 

x Im-DNP-His 

@ 
E-DNP-Lys 

a- DNP-Arg 

0 ’ 
0- DNP-Tyr + 

-I 

!tBe- a-DNP-Arg_ (nin - ; 
w&g_(nin+; Sake) Elutian 

z ’ 
. . . . . . . I . . . ..I.. + DNP-NH1 1 

P 

CHROMATOG. 

. 4 

5 
*ToIuhe” 

m&-DNP-Lys(nin+) 

D ma-DNP-His (Pauly+;nin-) 

C:=:j-rIm-DNP-Hls(Pauly-;nln +) Elution 

-Di-DNP-His (Pauly-; nin-) 
I 

~_~__>I-& (Pauly+;nin+) 

c,I,‘^_J-- x (nin +) 

. . ...*.. . . ...*.. I_rDNP-OH 

CHROMATOG. 

“Tol&ne’ 
Butanol -CH&OOH 

Fig. 13. Chromatographie des 
DNP-sminoacides hydrosolubles. 
Systbme solvant alcool-2ert.-amy- 
liquc-phtalatc de BLACKBURN 

ET LOWTHER (d’apr&s FRAENKEL- 
CONRAT, HARRIS ET LEVY2’). 

Fig. I 4. Sgpsration Blectrophor&tiquc des DNP- 
aminoacides hydrosolubles. Papier Whatman 
No. I ou No. 3; tampon NH,OH N; apparoil 
d’Blectrophor&se “en toit” type Durrum. D = 
point de depart de l’dlectrophor&se ; nin = reaction 
B la ninhydrine; Salt = reaction de Salcaguchi; 
Pauly = reaction de Paulv; DNP-OH = dinitro- 
phenol : DNP-NH 2 = diiitraniline, Les taches 

entour6es par clcs traits pointillds ne sont pas jaunes h l’examen direct. Apr&s Ablution dcs diverses 
taches sBpardes en Ilectrophorbse, les bluats sont dtudids en chromatographie unidimensionnelle. 

r&,lis&e en &lectrophor&se sur papier en milieu ammoniaque N dans un appareil “en 
toit” (type Durrum )(voir Fig. 14). De mgme, la separation de l’acide DNP-cyst&que 
et de l’r-mono-DNP-lysine, exjraits de l’hydrolysat par le +butanol, peut &re 
obtenue en BlectrophorGse sur papier Whatman No. 3 imbibe par un tampon phosphate 
0.1 M & pH 7.0 (ANFINSEN, $ELA ET TRITCH~). 

(ii) Simplification dti m&?ange des ~dhh% dinitro#Mnyh% hydyosohbles avant 
I’t?ttzcde, chromatographiqzce. 

(a) Cas de Z’tx-DNP-arginine. On peut &miner les acides amines de l’hydrolysat 
(tous les acides amin& constitutifs, plus quizlques mol&zules de lysine ou, d’histidine 

* La carte chromatographique publike par DAVIES ET HARRI.@ est incompl&te et partiellemdnt 
inexacte. 
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son dzctiz~es et non dinitroph6nylees) sur une colonne de talc (SANGER, voir paragraphe 
D, d, I, p. 241): L’Bluat de la colonne de talc, qui contient les derives dinitrophenyles 
hydrosolubles, est trait6 par le fluorodinitrobenz&ne (ROVERY, FABRE ET DEsNuELLE’~). 
Dans ces conditions, l’r-mono-DNP-lysine devient de la di-DNP-lysine, l’O-DNP- 
tyrosine de la di-DNP-tyrosine, l’imidazole-DNP-histidine de la di-DNP-histidine, 
tandis que le derive dinitrophenyle de l’arginine (a-mon.o-DNP-arginine) n’est pas 
modifie. Apr&s cette seconde dinitrophenylation, l’extraction 6th&e du residu 
enl&ve la di-DNP-lysine et la di-DNP-tyrosine, tandis que la phase aquetise contient 
de la di-DNP-histidine et l’a-mono-DNP-arginine provenant d’un acide amine 
terminal de la chaine peptidique. La p’hase aqueuse est chromatographiee dans le 
systeme butanol-acide ac&ique-eau (4: I : 5) (voir plus haut) et l’identification cer- 
taine de l’a-mono-DNP-arginine est obtenue au moyen de la reaction de Sakaguchi. 

Un autre mode operatoire a egalement 6th propose par BAILEY~. L’r-mono-DNP- 
lysine est transform&e ici en r-mono-DNP-oc-methoxycarbonyllysine ( E-DNP-a- 
MC-lysine) qui est &h@rosoluble. Le mode operatoire est le suivant. Apres extraction 
des DNP-aminoacides Btherosolubles, la phase aqueuse (equivalente a 0.2 g de 
prot&ne) est Bvaporee a siccite, dissoute dans l’acide chlorhydrique 0.1 N et pas&e 
sur une colonne de talc (voir BAILEY ET BETTELHEIM~ et paragraphe D, d, ‘I, p. 242). 
Les aminoacides hydrosolubles sont 61~6s & 1’6thanol chlorhydrique (ethanol: 4 vol. ; 

WC1 N: I vol.). 11s sont dissous dans 2-3 ml d’un melange bicarbonate-carbonate de 
pH 8.9 (melange de 20 ml de bicarbonate de sodium a 10% et de 5 ml de carbonate de 
sodium & 10%). A la solution port&e & 2o”, on ajoute B quatre reprises 0.02 ml ‘de 
chlorure de mkthoxycarbonyl & des intervalles de IO min et sous une agitation 
vigoureuse. Le melange est acidifie avec de l’acide chlorhydrique, extrait 4 fois & 
l’,bther pour Bliminer l’e-DNP-or-MC-lysine. La phase aqueuse est chromatographiee 
comme precedemment. 

(/?) Cas des deiive’s de Z’histidine. Pour resoudre ce probleme, il est impossible 
d’utiliser la technique d&rite dans le cas de l’oc-DNP-arginine, parce que, au tours de 
la seconde dinitrophenylation, tous les d&iv& de l’histidine, en position, intrapep- 
tidique ou terminale, peuvent &re transform& en di-DNP-histidine, 

Pour aborder cette question tres delicate, on peut avoir recours aux extractions 
selectives, comme l’extraction &h&e continue du residu aqueux suivant les modalites 
d&rites et avec l’appareillage preconise par MILL@, ou a l’extraction & l’ac&ate 
d’hthyle. 

‘L’utilisation de la chromatographie unidimensionnelle en presence de temoins 
internes’ et lat&aux, avec mise en Ocuvre de colorations specifiques (reactions de 
Pauly, ninhydrine), constitute l’&ape ultime de l’identification, qui n’est pas toujours 
couronnee de succes. 

En corrcZ&io~z, l’identification, des derives dinitrophenyles hydrosolubles derivant 
: d’acides amines en position N-terminale est toujours delicate et, avant de conclure 

B leur existence, il est indispensable de s’entourer de garanties nombreuses et indis- 
cutables. 11 faut employer plusieurs syst&mes solvants et realiser une 6lectrophorese 
sur papier (Fig. 14). 
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(iii) Artefacts de la fraction hydrosohble. Un certain nombre d’artefacts peuvent 
&re trouves dans la fraction hydrpsoluble. 

BAILEY~, notamment, a signal8 la presence d’une impurete de couleur brune qui 
peut Qtre facilement s&par&e de l’cr-mono-DNP-a&nine (si celle-ci est presente) par pas- 
sage sur une petite colonne de silice acide elude par de la mGthyl&hylcetone (SANGER'~) . 

Nous a.vons egalement trouve assez souvent sur les chromatogrammes des taches 
colorees en jaune, de nature iuconnue. C’est pour cette raison qu’il est absolument 
indispensable d’utiliser des tkmoins lateraux et internes et des reactions de coloration 
spdcifiques pour localiser les DNP-aminoacides hydrosolubles. 

Signalons Bgalement un artefact qui peut g$ner l’identifkation de l’acide DNP- 
cystdique* . En chromatographie bidimensionnelle butanol-acide acetique et phenol 
aqueux, les RF de ces deux composes sont les suivants, d’apr&s THOMFSON~~: 

Butanol-acide acetique 
Phenol 

RF a&/act 

0.29 

0.58 

2. Probldmes particzcliers de st&aration 

(i) St$aratiout des d&G.& monodinit~o~h&yJt% des acides diaminbs. Dans la chimie 
des polypeptides bacteriens, on peut trouver non seulement de la lysine, mais aussi 
de l’ornithine et de l’acide a,y-diaminobutyrique. La separation des d&iv& dinitro- 
phenyles de ces acides diamines est t&s delicate: nous avons signal& plus haut 
l’impossibilite de &parer les derives dinitrophGnyl& Btherosolubles de la lysine, de 
l’ornithine et de l’acide a,y-diaminobutyrique. La separation des derives monodinitro- 
phenyles soit en position a, soit en position E, est egalement tres difficile. Le procede 
propose par NEWTON IZT ABRAI-IAM~~ pour la separation de l’e-‘mono-DNP-lysine et de 
la d-mono-DNP-ornithine dans le butanol-acide acetique-eau (250 : 60 : 250) est peu 
efficace, meme en presence de temoins lateraux. 

Des resuitats plus satisfaisants peuvent Qtre obtenus en Blectrophorese sur papier. 
(a) StZparation de I’~-mono-DNP-Zysine, de la &DNP-onzithine et de I’acide 

y-moIzo-DNP-diaminobzctyriqzce. Electrophorese en tampon borate 0.02 M de pH 
9.1: (LOCKIIART ET ABRAHAM~O) sur papier Arches 304 ou Whatman No. 3, dans un 
appareil “en toit” (type Durrum) ; IO V/cm pendant 17 heures (voir Fig. 15a). 

(@) St+aration de Z’a-mono-DNP-lysine, de I’a-mono-DNP-ornitlzivte et de I’acide 
or-mono-DNP-diami~zobzclyriqzce. Electrophorese en milieu ammoniaque N sur papier 
Whatman No. 3 dans un appareil “en toit” (type Durrum) ; S-g V/cm pendant 16 heures 
(voir Fig. Isb) . Cette Blectrophorese ne &pare pas l’acide ct-mono-DNP-diaminobutyri- 
que de l’acide y-mono-DNP-diaminobutyrique, ni l’a-mono-DNP-ornithine de ‘la 6- 
mono-DNP-ornithine. L’c-mono-DNP-lysine se confond avec l’a-mono-DNP-ornithine. 

Le couplage de 2 Qlectrophorbses unidimensionnelles, l’une en milieu NH&OH N 
et l’autre ensuite, apres Ablution, en tampon borate 0.02 M de pH g.r, permet de 
resoudre tous ces probl&mes. 

* CC &oblOme S'est: pose recemment au’ sujet des acides aminds terminaux de la skumalbumine. 
THOMPSON a dbmontrd que la substance identifiee pa? T‘ITANI el aZ.89 Btait un artefact. 
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(y) Skparation des de&& monodinitrofMnylt% en position a oti W. Les syst&mes 
solvants chromatographiques ne permettent pas la r&solution de ces diffkents 
compos&. La sr$paration des d&iv&s d’wze mbme s&e: a-mono-DNP-lysine et E-mono- 
DNP-lysine; a-mono-DNP-ornithine et &mono-DNP-ornithine; acide a-mono-DNP- 
diaminobutyrique et acide y-mono-DNP-diaminobutyrique, est facilement obtenue 

0 r-Dla 

A 

I 

v 

0 a-Dia 

0 J-Orn 

0 a-Orn 

a 
zg 
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e 
t% 

4 

-I- 

Fig. 15. (a) l%ctrophor&se sur papier des d&iv& dinitrophenylk, d’acicles diamin&. filcctro- 
phor&se “en toit” type Durrum; tampon borate 0.02 M de pH 9.x; pspier Arches 304 ou Whatmsn 
No, 3; IoV/cm; 17 h. Distance parcourue par l’acide a-DNP-diaminobutyrique =: 6 cm; par 
l’acide y-DNP-diaminobutyrique = 16 cm. (b) $lectrophor&se sur papier des d&iv& dinitro- 
ph&nyltSs des acides dismin&. l%ctrophor&se “en toit” type Durrum; papier Whatman No. 3; 

tampon NH,OH N; 8-g V/cm; 16 h. Distance parcourue par l’a-DNP-lysine = 5 cm, 

en QlectrophorGse sur papier dans le tampon borate 0.02 M (pH 9.x) (voir Fig. Isa). 
(ii) Stiparation de la DNP-glucosamine et de la DNP-chond~osamine. Ces deux 

d&iv& peuvent 6tre s&par& facilement dans le syst&me solvant butanol-&hanol-eau 
(4: I : 5) sur papier Whatman No. I. Les 23~ de ces substances sont respectivement: 
DNP-glucosamine 0.75 ; DNP-chondrosamine 0.61 (KENT et al.=). 

Sur le chromatogramme bidimensionnel “tolu&ne-phosphate 1.5 M”, la DNP- 
glucosamine est tr&s nettkment &par&e de tous les autres d&iv&s (voir Fig. II). 

(iii) DNP-taurine. Elle peut Btre Bgalement chromatographi6e dans le syst&me 
butanol-ac;de acbtique et dans le systQme “tolukne” (voir Fig. II). 

I.CHROMATOGRAPHIE DEsDNP-PEPTIDES 

La chromatographie des DNP-peptides pose d&s problQmes t&s particuliers et il est 

difficile de p&enter un plan p&is de s6paration valable dans tous les cas*. 

*THOMPSON~~ et MCFADDEN ET SMITH&~ ont ,propostS des plans de, fractionnement sur des 
colonnes de Cclite tamponn&e. La .distribution ZL contre-courant peut dgalement donner *es 
rdsultatstr&s satisfajsants (BATTERSBY ET CRAIG~, REDFXELD ET ANFINSEN'~), 
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Les DNP-peptides proviennent le plus souvent d’un hydrolysat psrtiel ‘acide ou 
enzymatique d’une DNP-proteine. L’hydrolysat partiel pent Btre extrait successive- 
ment & l’ether sulfurique (3 fois), $ l’acetate d’ethyle (3 fois), au rc-butanol (I ‘fois). ] 

La phase aqueuse rkiduelle peut contenir encore des peptides dinitrophenyles (LI 
et aZ.4e). 

Le comportement des DNP-oligopeptides se rapproche dans une certaine mesure 
de celui des DNP-aminoacides. D’autre part, la separation des DNP-peptides est 
assez rapidement limit&e par leur insolubilite dans les solvants organiques ou dans les 
milieux aqueux acides ou alcahns. On pourra done essayer tous les systemes solvants 
decrits pour les acides amines, 

Le systeme solvant suivant a egalement et& employ& sur papier Whatman 
No, 3 : sec.-butanol-tert.-butanol-z,4,6-collidine-ammoniaque-acide acetique glacial- 
eau (60 : 20 : 20 : 2 : 0.25 : IOO vol./vol.) ( REDFIELD ET ANFINSEN'~) . 

Des couplages interessants ont ete proposes p.ar COLE, Lr, HARRIS ET PONDS et 
par LI, COLE, CHUNG ET LEON&B. 

I: DNP-peptides &MrosoZubles 

Separations unidimensionnelles dans les systemes alcool tert.-amylique-alcool isoamy- 
lique-NH,OH aqueuse 3 y0 (I : I : 2) ; alcool tert.-amylique-NH,OH aqueuse 3 oh 
‘(I : I) ; alcool tert.-amylique-alcool isoamylique-NH,OH aqueuse 3 % (2 : I : 3). 

2. DNP-peptides soZubZes dans b’ac&ate d’&hyle 

Chromatographie bidimensionnelle avec l’alcool tert.-amylique-NH,OH aqueuse 3 y. 
(I : I) en premiere dimension et un tampon phosphate 0.8 M de pH 6.7 en seconde 
dimension ; ou chromatographie unidimensionnelle dans le systeme alcool tert.- 
amylique-alcool isoamylique-ammoniaque 3 y. (2 : I : 3). 

3. DNP-peptides solubles dam Ze n-bzctanol et dam la phase ayzcezcse 

Chromatographies ‘unidimensionnelles dans le systeme alcool tert.-amylique-alcooi 
isoamylique-ammoniaque 3 y. (2 : I : 3) et phosphate 1.6 M de pH 7. 

,I1 faut 6galement signaler les possibilites separatives offertes par l’&ctrophor&se 
sur papier, notamment en tampon sature d’uree, qui diminue l’adsorption des DNP- 
peptides sur le papier (solution 8 n/r en uree et tampon acetate-collidine 0.04 M de 
pH 7.9) (REDFIELD ET ANFINSEN’~). Les Blectrophoreses a haut potentiel sont con- 
duites sous 800 V sur papier Whatman No. 3 sous toluene (MIcHL~~). 

J* CHROMATOGRAPHIE QUANTITATTVE DES DNP-AMINOACIDES 

La chromatographie des DNP-aminoacides peut Btre facilement rendue quantitative. 
Apres Ablution de la tache, l’eluat est dose directement par spectrophotometrie. 
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a. Dosage des acides amint& d’ztn hydrolysat 
(m&hode de LEVY*~) 

I. $Iution des taches 

Pour l’hydrolyse et la formation des DNP-aminoacides, voir paragraphes C, a et C, b, 
pp. 232 et seq.). AprBs la chromatographie des DNP-aminoacides &thGrosolubles 
(chromatogramme bidimensionnel realis& & partir des DNP-aminoacides correspon- 
dant & 0.1-0.2 mg de protkine) et hydrosolubles (chromatogramme unidimensionnel 
realis& &, partir des DNP-aminoacides correspondant & 0.2-0.4 mg de protkine) (voir 
pp. 246, 256), les taches sont soigneusement dkoupkes et les surfaces de papier 
correspondantes sont placees dans des petits tubes & centrifuger avec 4 ml de bicar- 
bonate de sodium & I %. Les tubes sont chauffk & 50-55” dans un bain-marie pendant 
20 min pour parfaire l’hlution, puis secou&s et centrifugk Trois surfaces de papier 
servant de “blancs” (3 x 4 cm) sont Bgalement d&coup&es dans le chromatogramme, 
dans des regions voisines de la DNP-leucine et des acides DNP-dicarboxyliques et 
au-dessus du dinitrophknol. Apr&s refroidissement, 1’6luat est versd dans une cuve de 

’ quartz de I cm d’hpaisseur. 

2. ‘Dosage 

La densite optique est lue au spectrophotom&re & 360 rnp (sauf pour la proline et 
l’hydroxyproline oh la lecture se fait & 385 rnC&, pour les DNP-peptides & 350 rnp 
et poui- l’E-mono-DNP-lysine & 3go mp), contre un blanc contenant de l’eau. 

Les densites optiques des tubes contenant les “blancs papier” sont Bgalement 
mesurhes: les r&sultats sont de l’ordre de 0.001-0.002 par cm2. Les corrections appro- 
prices sorit faites pour chaque tache d’aprhs sa surface. La densite optique de’ la tache 
“acide aspartique + acide glutamique” est mesurke dans sa totalit& 

A partir d’un second chromatogramme effectue avec le couplage “tolu&ne- 
‘phosphate 2.5 M”, on peut determiner les proportions d’acide glutamique et d’acide 
aspartique. 

‘3. Ex#wession des rt%uh!ats 

Les r&ip&ations en quantitk absolues varient d’un chromatogramme & l’autre. Les 
r&ultats sont done exprimes sur une base commune en fractions molaires.’ 

Afin de convertir les densit& optiques en rapports molaires, on les multiplie par 
les facteurs de LEVY (voir Tableau VIII)* qui, &ant don&e la precision de la mdthode 
(-& 4%), sont ‘indhpendants de la cornposition du melange analysk 

.* Lcs facteurs de LWY ont et6 d&erminBs par cet auteur pour 10s hydrolysats.d’insuline. 11s no 
sont p& obligatoircment entierement valables pour les au,tres protbines. BROMER et aZ.17, par 
‘tixemple, ont calcul6 de nouveaux facteurs pour le glucagon. En premike approximation, ils 
‘appliquent & l’h.ydrolysat proteique les facteurs de LEVY. A partir des donndes quantitatives ainsi 
obtenYes, ils p&parent un melange d’acides amin& qui ressemble au glucagon, ils le soumettent 

c aux op&atiorw d’hydrolyse et le +aitent comme un hydrolysat protdique. De cette fagon, de 

,’ 
‘, .nouveaux facteurs de destruction peuvent &re calcul&. Cette op6ration’es.t r6p&.&e plusieurs fois 

pour obtenir une plus granda precision des fscteurs de correction. Dans l’ensemblc, les facteurs,de 
BROMI'SR sont plus &lew% (I 7% environ) que ceux de LEVY. ‘Notamment, l’histidine et la mbthionine 
subissent des pertes plus grandes que celles signalees par LEVY. 
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TABLEAU’VIII 
FACTEURS DE CORRECTION UTILIS~ AU COURS DU DOSAGE DES DNP-AMINOACIDES 

I;‘aclaurs de LsvyJJ ~aclcrrrs dc BRonlen~~ 

Glycocolle 1.03 ‘I.33 
Sdrinc 0.97 1.32 
Threonine 1.02 1.22 
Proline 0.93 - 
Alanine I.09 1.25 

lMdthioninc 1.21 2.12 
Valinc 0.99 I .20 
Leucinb 1.10 - 
l?hBnylala,nine 1.03 1.20 

Lysine 0.64 0.70 
Arginine I.OG I .38 
Histidine I.62 2.19 
Acide aspartique 0.99 1.10 
Acide glutamique 0.94 I .20 
Cystine 0.56 - 
Tyrosine I.54 I.GO 

Les chromatogrammes sont effect&s en triple. Plusieurs hydrolysats de durees 
differentes peuvent &re analysk (24 et 48 heures d’hydrolyse, par exemple). 

Toutes les lectures de densite optique, multipliees par les facteurs de LEVY, sont 
additionnees. Pour chaque somme ainsi obtenue, on peut calculer un facteur pour 
lequel cette somme est egale k. l’unite. 

En eliminant les valeurs aberrantes qui proviennent indubitablement d’erretirs 
techniques ou d’imperfections chromatographiques, on peut calculer une moyenne de 
tous les rkultats et les exprimer en fractions molaires (voir Tableau IX). En g6n&al, 
les, result&s qui sont les plus variables sont ceux de la tyrosine (variabilite dans la 
synthese), de la methionine (degradation possible) et de l’histidine (variabilite dans 
la synthese et extraction delicate). D’apres LEVY, les rapports molaires sont reproduc- 
tibles & 2-3 yO pr&s. 

A partir de ces valeurs, on peut calculer le nombre de residus d’acides amines par 
poids molkulaire minimum de la prot&ine, en divisant la moyenne des valeurs des 
fractions molaires par celle d’entre elles qui conduit au resultat le plus voisin d’un, 
nombre entier pour le plus grand nombre possible d’acides amines (voir Tableau IX; 
exemple de la leucine). Les valeurs de la serine sont corrigees (10%) par suite de la 
destruct&n partielle de cet aminoacide apres 24 heures d’hydrolyse (REEFED). Ces 
valeurs sont ensuite arrondies a la valeur unitaire la plus approchee (voir Tableau IX). 

I1 est evident qu’en partant des resultats en fractions molaires, on peut egalement 
connaitre le nonibre de residus d’acides amines pour IOO acides amines de la molecule. 
Pour.obtenir ce resultat, on additionne les lectures de densite optique multiplikes par 
les facteurs‘de LEVY. Pour chaque somme, on peut trouver un facteur ‘de correctidn, 
tel qu’elle devienne &gale & 100 (au lieu de I dans le calcul precedent). En multipliant 
tous les nombres par ce facteur, on peut done exprimer les’ resultats sur la base de 
IOO residus d’acides amines. ,’ .._ 
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TABLEAU IX 

COMPOSITION EN ACIDES AMINk D'UNE PRtiPARATION D'cZ-CORTICOTROPHINE 

(D’aprb, LEVY el ak40) 

Acide arrritJ 

Nonlbre de 
Re’ssrrllals en fractions rnolaircs Dt?vialion de rksitlzcs d’acides Nornbra de Moyettrw des 

fractions 
ntolaires 

La nloycnne 
m.) 

anrinks par rt!sidus (valeur 
poids mol. 

I II III srinirnlrrn 
arrondies) 

.c. aspsrtique 

.c. glutamique 
Brine 
~lycocolle 
.lsnino 
‘rolixie 
‘aline 
COthionine 
,oucine 
‘h&xylalonine 
yrosinc 
,ysine 
Eistidine 
irginine 
‘ryptophanne l 

II-I, amidd 

0.0392 0.0503 
0.1345 0.1273 
0.0689 0.0690 
0.0837 0.0515 

0.0747 0.0753 
0.1107 0.1oS4 
0.0798 0.079s 
0.0235 0.02 I I 
0.02g1 
0.0522 0.0246 o.oSog 
0.0608 0.0647 
0.1049 0.1073 
0.0268 0.0272 
0,OSIO 0.0821 

0.04g1 
0.1282 
0.0702 
o.oS42 

0.0753 
O.IOS7 
0.0816 
0.0212 
0.0268 
0.0823 
0.0607 
0,1018 

) 000273 
o.os25 

0.0462 10.1 

0.1300 2.3 
0.0094 0.9 
o.oS32 I.2 

0.0751 0.3 
0.1093 0.9 
0.0804 1.0 
o.oz1g 4*7 
0.026s 5.7 
0.0815 0-s 

0.0621 2,s 
0.1047 1.8 
0.0271 2.1 

o.oSrg 0.4 

3.10 
2.80 
4.08 

2.99 
0.82 
1.00 

3.05 
2.32 

3-91 
1.01 
3.oG 

‘otal o,gggS 0.999s 0.9999 0.9999 2.5 37.6 

2 

5 
3 
3 
3 
4 
3 
I 
I 

3 
2 

4 
I 

3 
I 
2 

SI 

* DosO park m&hode de GOODWIN ET ~MORTON~~. 

En tenant compte du poids moleculaire de la molecule, on peut calculer le nombre 
de rkidus de chaque acide amine prksent dans la molecule entiere. Connaissant le 
nombre de chaque residu pour IOO acides amines, on multiplie ce nombre par le poids 
moleculaire de l’acide amine correspondant. On fait la somme ‘de tous les resultats. 
De la somme ainsi obtenue, on enleve la valeur de 1782, correspondant i gg molecules 
d’eau. On calcule le rapport entre le poids moleculaire reel et le poids moleculaire 
partiel ainsi calcule. Le nombre de r&idus pour IOO acides ami,nCs multiplie par ce 
rapport donne le nombre de residus pour l’ensemble de la molecule. 11 suffit alors 
d”‘arrondir” les valeurs pour connaitre le nombre de residus d’acide amines par 
molecules (voir Tableau X) , On peut Bgalement effectuer un calcul identique en tenant 
compte du nombre d’acides amines trouve pour le poids moleculaire minimum. 

Enfin, s’il est necessaire d’estimer les quantites absolues d’acides amines presents 
dans le melange, deux methodes peuvent &tre appliquees (LE~Y”~) : l’une, la moins 
precise (2-5 yo) consiste en une conversion clirecte de la densite optique lue en micro- 
molecules au moyen d’un ensemble de coefficients d’extinction millimolaire. 11s ont 
la valeur 15.6/F ou F represente les facteurs du Tableau VIII. L’imprecision de ce 

Ott*, pro&de provient principalement des differences dans la recuperation de la coloration 
;‘+ & partir de plusieurs chromatogrammes. Ces differences n’ont pas d’importance dans 

la determination des’rapports molaires, car ces variations affectent tous les amino- 
acides d’une maniere comparable. 

Bildiographie p. 2Gg/271-. 
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LB seconde mhthode consiste & combiner la determination plus prkise (2-3%) 
des rapports molaires avec la determination de la quantith totale d’ticides amin& 
‘pr6senh dans le mhlange. Celle-ci peut Qtre d6duite de la consommation de soude au 
tours de la r&action de condensation (voir LEVY~~, LEVY et ~2.40). 

TABLEAU X 

COMPOSITION DE L’H$M$RYTHRINE DE si;hU?ZCZChS gzzcdzcs 
(Resultats personnels) 

Nombrc de rEsidw 

Nowlrrc de dsidfts pour calcirlds d’aprb lcs vnlcurs Notnbrc de rdsidus dons 

zoo acides awinds 
de la colonrle I stcr In base l’hdm&yfhrine 

d’rw poids molc’crtlaire (vnlcrtrs arrowties) 
de GG,ooo 

GUY 4.42 25.37 
Scr 4.22 24.33 
Thr 4.33 24.85 
Pro 5.G2 32.25 
Ala 7.40 42.47 
Met 0.38 2.18 
Val 6.80 39.03 
Leu 14.10 80.93 

Phe II.62 66.69 
LYS 8.15 46.78 
Tyr 3.80 21.80 
Arg 2.42 13.89 
His 4.36 25.02 
Asp 13.82 79.32 
Glu 8.10 46.49 
GYS 0.34 I.94 

25 
24 
25 
32 
42 

2 

39: 
67 
47 
22 
14 
25 
79 
46 

2 

572 resiclus 

TABLEAU XI 

DESTRUCTION APPROXIMATIVE DES DtiRIVtiS DINITROPHl$NYLtiS AU COURS DE L’HYDROLYSE 

(D’aprBs PORTER~O) 

Temp.9 (it) Qvar,lM~;fanfe 
(1 

DNP-alanine 12 80 
DNP-arginine 12 90 
Acide DNP-aspartique 24 GO 

Di-DNP-cystine 12 
Acide DNP-glutamiquc 

25 
12 75 

DNP-glycocolle 8 
DNP-hydroxyproline 

40 

DNP-loucine 
4’ 

12 20” 

DNP-isoleucine 12 80 

Di-DNP-lysine 8 
s-DNP-lysine 

95 
12 

DNP-methionine 
95 

12 

DNP-phenylalanine 12 

DNP-prolino 
;z 

2 IO 

DNP-serine 12 90 
. DNP-threonine 

DNP-tryptophanne 
24 90 
12 90 

DNP-tyrosine 12 

DNP-valine 12 s7: 

Bibliographic p. 2691271. 
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6. Dosage d’ztn DNP-aminoacide, en $ositiout N-terminale 

Une certaine quantite de DNP-aminoacide terminal est detruite au cows de I’hydrolyse 
(atitre d’indication, voir le Tableau XI) et, d’autre part, les recuperations chromato- 
graphiques entrament 6galement des pertes (par exemple, r&up&ation chromato- 
graphique de l’acide DNP-aspartique et de l’acide DNP-glutamique: go%; de la 
di-DNP-lysine : 80% ; de l’acide DNP-cysteique: go %) (REDFIELD ET ANPINSEN’~). 

11 faut done tenir compte de ces pertes au tours des dosages. Pour les calculer, il 
est recommande de soumettre a l’hydrolyse dans les mt2mes conditions, en mQme 
temps que la proteine ou la DNP-proteine,&udiee, une quantite determinee du DNP- 
aminoacide identifie. La determination de ces coefficients de destruction doit $tre 

TABLEAU XII 

RI?CUP$RATION ("/o)~~~~DNP-~k~~~~~~~$~~~~~~L~~~~~ PR$SENCPDE 
L'u-CORTICOTROPHINI;:T DE SON D&RI'& DINITROPH$NYLl.k 

(D'apr&s LEVY ET LIP’) 

Bx/&iencc No, 

Qua~rtih! de prodthl sownise CL I’hydrolyse 
RL’cupEraliou de 

WNP-shine a-Corlico- WNP-a-corlico. WNP-s&itrP 

(ptloles) lro@ine trop1titrc (%I 
f~rtt~olcs) (~trr~nles) 

I 1.0 0 0 86 

I 1.0 0 1.0 2 0.2 0 0 6;267 

.2 0,2 0.2 0 52-47 
2 0.2 0 0.2 70-78 

* RBcupbrstion de la DNP-sdrine non hydrolysde = 93%. 
Exp. I = hydrolyse pcndsnt 7 h rl 10.5~ par l3Cl 5.7 iV (tube sccll8 sous vide). 
Exp. 2 = hydrolyse pendant: 16 h & IIOO par I-IC15.7 N. 

effectuee plusieurs fois. A titre d’exemple, les pourcentages de recuperation de la 
DNP-sdrine hydrolyke en pr&ence de l’a-corticotrophine et de son d&iv& dinitro- 
phQnyl6 sont reproduits dans le Tableau XII. 11 est remarquable de constater que la 
destruction de laDNP-shrine augmenthe en presence de la corticotrophine est diminuee 
en presence de la DNP-corticotrophine (voir Bgalement les experiences de DESNUELLE 

et aZ.24 sur l’acide DNP-aspartique de la serumalbumine). 
L’interpretation des rksultats du dosage d’un acide amine en position terminale 

est tr&s souvent delicate: il peut arriver’ que, malgre les corrections pr&Gdentes, la 
quantite recup&ee ne reprksente qu’une assez faible partie ‘de la mokule initiale. 
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