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L’application de la chromatographie de partage sur papier & 1’6tude des acides 
amines libres ou combines des milieux biologiques a deja fourni des resultats remar- 
quables. Toutefois, l’emploi continu de cette methode depuis plus de dix ans nous a 
permis de definir exactement ses,possibilit&, mais en m$me,,temps de preciser certains 
inconvenients et de faire quelques r&serves: l’apparition frequente, dans la litterature, 
de nouveaux systemes-solvants montre d’ailleurs bien que la satisfaction n’est pas 
totale ! 

A. REVUE CRITIQUE DES POSSIBILITI%S SgPARATIvES DE LA 
CI-IROMATOGRAPHIE BIDIMENSIONNELLE 

Le type de chromatographie bidimensionnelle le plus employ6 est realise, en premike 
dimension avec le solvant butanol-acide acetique-eau (4: I :,3) (PARTRIDGE~~) et, en 
seconde dimension avec le’phenol, sature d’eau en atmosphere ammoniacale (CONSDEN 
et a,?.‘) ou le phenol tampon& B pH 9.3 (LEVY ET CHUNG~‘). Avec ces solvants;. la 
separation des acides amines d’un hydrolysat total ,de protdine est satisfaisante a 
condition que l’acide chlorhydrique soit completement elimine (voir la ‘carte de 
PARRY~~). Toutefois, la separation de la serine et du glycocolle, ainsi que celle de la 
leucine et de la phenylalanine ne sont -pas completes, et ceci constitue un inconvenient 
majeur pour le dosage chromatographique’des acides amines. D’autre part, la valine 
et la methionine occupent. exactement la m&me position, et l’artifice, qui consiste a 
transformer la methionine en methionine-sulfone et (ou) en methionine-sulfoxyde 
(DEN*) n’est pas ,toujours d’une application, commode, car il y a, tr&s souvent dans 
les solutions Btudiees, une faible proportion de. methionine par rapport & la valine et 
l’identification est done malaisee. De mgme, la caractdrisation de la cystine n’est pas 

_: 
* Pour lcs mdmoires anfxkieurs, voir rdf&onccs I I . ‘3 6 0 

/ : 
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26 G. BISERTE et.&?. 

toujours facile: il est indispensable d’effectuer un second chromatogramme apr&s 
oxydation* et de rep&er alors’l’acide cystc%que. 

L’interprBtation des chromatogrammes bidimensionnels des fractions amino- 
acides des milieux biologiques (tissus animaux et veghtaux, s&urn, urine, etd.) est encore 
plus delicate et pose des probl&mes particuliers trQs difficiles B r&oudre (Fig. I). 

Butanol/ac. ac&ique cys - S0,l-l 

ASP m 2 
3SH 
zys 

Fig. I. SchOmstisation des principales difficult& rencont&es au tours de la chromstographie 
bidimonsionnelle .des acides aminks des milieu% complexes. (Chromatographie dans lc solvant 
butanol-acide ac&ique-eau (4 : I :5) en premi&rc dimension et phenol saturd d’eau en atmosph&e 
ammoniadale’ en seconde dimension.) Les cercle’s pointill& figurent l’emplacement thdorique des 
acidcs amin&. Les surfaces entourc5es d’un trait plein correspondent aux positions habituellement 
observdes au tours de l’dtude d’un milieu biologique complexe. Lcs zones hachur6es indfquent 
l’emplacement de? plages .“ninhydrine positive” d’&terpr&ation ddlicate. Les surfaces ponctu6es 
et entourees de parenthOse& repr&entent des regions de chekauchekent d’acides amints. Dans la 
rBgion de la proline (bien que la coloration jaune de cet aminoacide avec le reactif & la ninhydrine 
soit assez caract&istique) il est souvent difflcile de conclurc B la pr&,cnce de la colamine. Les deux 
surfaces hachurdes indiquent la position de la ,%alanine et de l’acide y-aminobutyrique dans un 
hydrolysat total de milieu biologique (l’acide chlorhydrique ayant 6tQ &mind simplement par 
Evaporation sous v.ide). Les a&&viations suivantos ont 6t6 utilis6es : Cys-SO,H = 
Asp’= 

acide cjlstdique; 
acide aspartique: Glu = .acide’ glutamique; a = acide a-aminoadipique; Ser 6 s&ine; 

Gly ==I glycocolle ; 
tyrosine (lorsque la 

Asp-NH, = asparagine; Glu-NH, = glutamine; Thr = threonine; Tyr = 

Ala = alanine ; 
tyrosine se trouve $ une concentration Blevc$e,, elle a tendance B trainer) ; 

(I = @-alanine; :HO-Pro = hydroxyproline; Sarc = sarcosine’; Bas = acides 
amin& basiques (ornithine, histidine; lysine, mdthylhistidine) + anserine + csrnosine; Pro = 
proline ; 
TIJ7G 

Co! .= colamine; Pip = acide pipkolique; Phe = ph&ylalanine; Leu = leucines; 
tryptophanne; Val = valine; Met = m&hionine; y = acide y-aminobutyrique; T = acide 

/3-aminoisobutyrique ou T-spot: a-But = acide a-aminobutyrique, 

En effet, malgr& une d&mir&ralisation soignde, la rkgion .du’ chromatogramme 
occupee par 1~s acides diamink est g&Sralement confuse., Elle se prkente t&s souvent 
sous la f&me d’une traln&e dans laquelle,la skparation de l’arginine, de’klysine et de 
l’histidine, est imprkcise...Cette observation est particuli&rement nette dans le cas des 
urines qui contiennent une tr&s forte ‘proportion d’histidine et dans lesquelles peut se 
trouver Jun. taux Blew5 de m&hylhistidi.ne, ainsi que de l’ans&ine et de la carnosine, 
qui. viennent: se placer daris la meme ‘zone. 
-- ,. 

* L’Axydation performiqtie de l’hydiolysat total (SCHRAM et aLQ3) est pr6fkable B l’oxydation 
par l’eau oxygOn6e B I IO volumes des substances d&pos&es S 1.a tache de ddpart. 
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SEPARATION DESACIDES AM1NIh.V. 27 

Sur les chromatogrammes, certaines amines biologiques forment au-dessous de’la 
zone des acides diamines une tache confuse qu’il est difficile de d&composer exactement. 
On peut trouver dans ce groupe la @nercaptoethylamine. : 

De faibles quantites d’asparagine ne peuvent 6tre decelbes facilement. sur les 
chromatogrammes bidimensionnels, car cette substance donne avec la ninhydrine 
une tache de coloration brunatre qui vient se juxtaposer au groupe serine-glycocolle. 
La taurine se place Bgalement au niveau de cette zone. Si les milieux biologiques n’ont 
pas ‘et6 fraction&s sur une r&sine a &change de cations fortement acide (Dowex 50 
ou Amberlite IR x20), qui retient tous les acides amines mais ne fixe pas la taurine 
(BOULANGER, BISERTE ET COURTOT~), celle-ci ne peut Qtre aisement identifiee; 

11 est aussi difficile de distinguer nettement la cystine ‘et le glutathion. Les 
‘differences. de Rp sont minimes et le glutathion a tendance & trainer. Pour identifier 
la glutathion, il est indispensable d’eluer t&s exactement la region correspondante 
(sans deborder sur la tache de l’acide glutamique et du, glycocolle), d’hydrolyser 
totalement 1’6luat et de chromatographier l’hydrolysat : la presence de cystine;d’acide 
glutamique et de glycocolle permet de conclure a la presence de glutathion. 

D’autre part, l’acide y-aminobutyrique se place t&s pres de l’acide ,&aminoiso- 
butyrique (ou T-spot) et la separation est peu satisfaisante. 

La distinction entre l’acide b-aminovalerique et la valine est Bgalement delicate. 
Elle est possible avec des solutions temoins equimolkculaires, mais, dans le cas des 
milieux biologiques, oh il y a souvent une disproportion tres marquee entre les taux 
des deux substances, l’identification est souvent impossible. 

La plupart des inconvenients clue nous venons de, signaler se retrouvent dans le 
couplage butanol-acide acetique et m-cresol-ph6nol tampon& & pH 9.3 (LEVY ET 
CHUNG~'). . 

2. Aa&es' coqidages bia?i~ensionneEs 

(A) SystBw& coZZidine+h&zoZ. Des difficult& comparables aux precedentes s’obser- 
vent Cgalement avec le systeme collidine-phenol (voir DEN+) *. De plus, la variabilit6 
de composition de la collidine, la sensibilite de ce systhme-solvant aux variations de 

la t&q&rature, constituent des inconvdnients supplkmentaifes. Avec ce couplage, 
la region ‘des acides diamines est toujours tres complexe, d’autant plus que l’acide 
y-aminobutyrique ‘et l’acide d-aminpvalbrique viennent egalement s’y placer. L’argi- 
nine n’est pas &par&e nettement de la lysine. Au contraire, la m&hylhistidine et 
l’histidine sont mieux isol6ks du groupe des acides amines basiques ; mais la methyl- 
histidine occupe une position voisine de la proline. La taurine est bien s&par&e du 
groupe serine-asparagine-glycocolle. 

(b) A&yes systdmes-solvants; Dans les couplages butanol-acide acetique + phenol 
et collidine,, + phenol, les Rn des acides diamines sont tres nettement diff6rents de ‘. 

c 
cetix des acides dicarboxyliques (Z?p bas des acid& dicarboxyliques dans tous !les 

,” 
c. 

* La collidino pcut Qtrc remplacOc par lc systhne dcool benz~lique-&ide acktiqu’&ku 
(50 : 10 : 13) (SEN ET ~URMAQJ). 

., 

: 
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28 G. BISERTE &t cd. 

solvants; Rp bas des acides diamin& dans le butanol-acide acetique et la collidine, 
6leves .dans le phenol). Dans de nombreux autres types de chromatographie bidi- 
mensionnelle, cette dissociation ne s’observe pas et les acides diamin&, les acides 
dicarboxyliques et leurs amides, les acides amines so&es et les acides amines neutres 
a chaine courte sont t&s proches les uns.des autres. Par exemple, le couplage metha- 
nol-eau-pyridine (80 : 20 : 4)’ en premiere dimension et tert.-butanol-nwSthyl&hyl- 
c&one-eau-diethylamine (40 : 40 : 20 : 4) en seconde dimension ( REDFIELD~O) n’est 
pas applicable & l’etude des milieux biologiques complexes pour cette raison. Pourtant 
il permet une separation asset satisfaisante de la methionine et de la valine. L’acide 
a-aminobutyrique, l’acide 6 y-aminobutyrique, l’acide &aminoisobutyrique et la 
m&hionine ont des RF tr&svoisins dans le solvant methanol-eau-pyridine. 

La variante technique de BELL et ~011.1 (en premiere dimension, chromatographie 
dans le butanol-acide acdtique, et en. seconde ,dimension,. chromatographie .dans le 
solvant methanol-eau-pyridine cles composes a Rp inferieurs a 0.40 dans le butanol- 
acide acetique et dans le solvant tert;-butanol-mBthyMthylc&one-eau-diethylamine 
des composes a RF superieurs S 0.40) permet une resolution satisfaisante des acides 
amines d’un hydrolysat total de proteine (Saul pour l’alanine et la proline), mais elle 
est difficilement applicable & l’etude des milieux biologiques complexes. 

Le. couplage sec.-butanol-ammoniaque 3 y0 ( ISO : 60) en premiere dimension et 
‘sec.-butanol-acide formique-eau (150 : 30 : 20) en seconde dimension ( HAUSSMANN~~) 
presente les m&mes ,inconvenients que celui de REDFIELD~~. : 

Les syst&mes uniphasiques de HARDY et ~011.1~: Bthanol-wbutanol-ac&one-eau- 
dicyclohexylamine (IO : IO : 5 : 2)) permettent une separation satisfaisante des acides 
diamines, mais ne s&parent pas suflisamment le groupe valine-methionine-tyrosine- 
leucine-phknylalanine. 

En conclusion de cette revue critique, il apparait que la s&lectivite et le pouvoir 
de resolution des methodes chromatographiques sont insuffisants pour 1’8tude 
prkise Ges, milieux ,biologiques complexes, qui contiennent beaucoup plus de composes 
donuant une r&.ction positive, & 1,” ninhydrine que les hydrolysats totaux de proteines., 
Avec tous, les couplages- chromatographiques decrits, il est relativement facile d’etablir 
la repartition de tres, nombreux composes: par exemple, certaines cartes’indiquent, 
soitpar des points, soit par des cercles, la position de 80 composes “ninhydrme, posi- /’ : 
tive” !’ Quelques experimentateurs donnent des tableaux des valeurs de Rp avec trois 
chiffres apres le point ! Ces’ donnees sont trop theoriques et ne peuvent s’appliquer 
saris’, risque & une etude pratique,. car elles ne tiennent pas compte des probl&es 
particuliers qui’se posent au tours de 1’6tude de milieux biologiques diMrents. ,,: 

B. PnINCIPE DU COUP&AGE PROPOsti 

,: ;, .,., 
Pour essayer, d’obtenir des separations ,plus satisfaisantes et d’application facile, 
nous no& sommes: efforc& de mettre au point une technique plus selective. L’origi- 
nalite du procede que nous proposons r&side essentiellement dans u?z cowplage de , 
+ne’thod& &rbtiato~~ajh@es et &ectl;o~kor&iipes classiques, qui ~conserve & l’ensemble 

.: ,.‘,, . :’ J. Chromatog., ,7 (rg6d) 25-47 



S$PAl?ATION DES ACIDES AMINI%, V. 29 

des manipulations leur simplicite et leur commoditd. Son principe peut se schematiser 
de la facon. suivante: I 

(I) Separation de base par ,electrophor&se sur papier en tampon volatil de pH 3.9; 
(2) Couplage biclimensionnel Blectrophor&se sur papier & pH 3.9 et chromato- 

graphic butanol-acide acetique-eau pour la separation des composes’ “acides” et la- 
separation des composes ‘.‘leg&rement basiques” ; 

(3) Couplage bidimensionnel electrophorese sur papier a pH 2.4 et chromato- 
graphie butanol-acide acetique-eau pour la separation des composes “neutres” ; 

(4) Electrophorese sur papier en tampon volatil 1111 pH 6.5 et de pH 11.7 pour la 
separation des composes “basiques”. 

Les troisiQme et quatrieme etapes peuvent Qtre rt’:tiisees a partir du fractionne- 
ment de base ‘en Blectrophorese sur papier a pH 3.9 grace & sne. elution directe et 
automatique des bandelettes de papier cont.enant les aminoacides sur une’autre feuille 
d’electrophorbse ou de chromatographie (dispositif d’elution automatique de BISERTE~). 

Tous les tampons d’electrophorese et lessolvants chromatographiques employ& 
sont facilement elimines par ventilation, d’air froid ou ,ti+.de. 

. C. APPAREILS ET RGACTIFS 

1. Czcve de ~hromatogra~~tie 

Tous les modeles classiques de cuqe peuvent $tre employ&. Les cuves a 4 ou 5 godets, 
en chlorure de polyvinyle, son-k d’un prix de revient modique et leur robustesse est 
tres satisfaisante. La tempkrature de la chambre & chromatograpbie doit Qtre stabi- 
lisde & 21O rfi: 1O. 

2. A#areils d’&ec&of&orkse 

b,e sont tous des appareils en V renverse. (type DURRUM~) entierement construits en 
chlorure de polyvinyle (voir Fig, 2). Deux types d’appareils peuvent &re ufilises, .l’un 

, 

,’ 

Fig. 2. Appsrcil d’electrophoresc “en toit” typ~,~I)t~p~~~ (VW en coupe)., La longueur des bats 5 
tampon est de 68 cm dans 10s appareils de grandes dimensions et de 32 cm dans lcs appareils de 

z, patites chmensions; les bats sent independants de l'appareil ; une 6lectrode en platine est placee 
s directement. dans’ le .bac,, a l’une de, ses: extremites. Lepaisseur des, plaques de ,chlorure de poly- . 

vinyle est de 3 mm. La plaque mediane a une dpaisseur de, I cm. A sa partie superieure, on place 
une tige’da verre qui supporte-directem’ent la feuille de, papier; ” ‘/’ 

! 
.’ 

I 
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30 G.BISERTE et cd. 

pour des feuilles de 28 x :40 cm, l’autre .pour des feuilles de 46 x 57 cm. 11 est utile 
(mais non indispensable) de disposer de plusieurs appareils pour 6viter de changer 
constamment les systemes-tampons. 

3. Redressew .de courant 

Un redresseur de courant robuste permet ,d’alimenter plusieurs cuves. Le potentiel 
peut varier entre o et 800 V (ou 1000 V), par fractions de IOO V. 

4. Dispositif d’tA?~$ion azltomatiqzci 

Nous utilisons l’appareil decrit par BISERTE 2, Le decoupage des deux extremites de 
la bandelette en pointes, dont l’une est mise au contact de la feuille keptrice, permet 
I’dlution des acides aminds sous la.forme d’une tache de 5 a 6 mm de diametre. Pour 
obtenir l’elution sous la forme d’une 1igne;pour l’electrophorese, il suffit de decouper 
la partie inferieure de la bande & Bluer pour lui donner la dimension de la ligne de depart 
d&sir&e. Pour fixer.la duke d’elution d’une bandelette de papier, il faut tenir compte 
de l’epaisseur et de la surface de la bande, de la capacite de la seringue (5, IO et zo ml) 
et de la vitesse de rotation du moteur (I tour/z4 h ou I tour/I2 h). La variation de 
vitesse du moteur est facilement obtenue par l’addition d’engrenages supplementaires. 
L’elution totale est naturellement control&e & la fin de l’operation par pulverisation de 
reactif a la ninhydrine sur la bandelette. 

: 

5. Formzctes ‘des tam#ons 

I’izmpon de $H 3.9 : Pyridine-acide acbtique-eau (30 : IOO : 4570) (MIcHL~~, GRASS- 
MANN, HANNIG ET PL~cICL~~). Cette formule nous a don& de meilleurs resultats que 
celle de KICIGI~FEN ET WESTPHAL 2s (tampon pyridine-acide acetique-eau (I : IO : 89). 

de pH 3.6). Nous utilisons aussi avec succQs la formule pyridine-acide acdtique-eau 
(30 : IOO : 3870). Dans’ ces ‘conditions, la duree de l’electrophorese peut Qtre raccourcie, 
car ‘les separations sont plus rapidement obtenues. Le tampon de pH 3.8 (acide 
acetique-acetate de sqdium, ,u = 0.05) preconise par MONDOV~ et aZ.33 permet Bgale- 
ment un fractionnement de base interessant, mais il n’est pas volatil. 

Tampon de pH 6.5: Pyridine-acide acetique-eau (200: 8 : 1792) (HARRIS, SANGER 

ET NAUGHTON~~). Ce tampon nous a don& des resultats plus satisfaisants que celui 
de LOCKEIART ET ABRAHAM 3o (tampon collidirie-acide acetique-eau (36.3 : 185 : 3860) 

de PH 7). 
Solution d’ammoniape N (pH 11.7). 

Solution d’acide ac&ipe N (pH 2.4). 

6. Rkactif ci la ninhydrine 

Pour les revelations rapides, nous utilisons une solution de’ninhydrine a 0.1 “/” dans 
le ut-butanol sature ‘d’eau. Apres pulverisation, les chromatogrammes sont portes & L 
1’8twve & zo.oP pendsint ‘xo. a.15 min. ‘j ,, , 

;. 
I .,. .,. 

’ Pour obtenir une revelation plus satisfaisante, notamment sur le plan quantitatift ‘. 

nous, avbns “&ciopte, it3 mode op6rafoire suivant. ,, ! 
;: 

>' 
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.Pour les acides ,aminbs ,neutres et dicarboxyliques, nous utilisons la formule .de 
BELL et coll.1: ninhydrine a I o/o clans l’acetone (p/v) contenant 10% (v/v) de tampon 
phosphate 0.05 M de pH 7. Pour les acides amines basiques, la’solution de ninhydrine 
est & I o/o dans l’acetone (p/v) contenant 6% (v/v) d’acide acetique. .,’ ‘. 

Les chromatogrammes sont trempes completementdans le,reactif a la ninhydrine, 
6gouttes. et s&h&s .pendant une heure dans une tatmosphere privee d’ammoniac,’ puis 
port& a l’etuve & 38” pendant 15 h. Pour une estimation semi.,quantitative, les surfaces 
.englobant la totalite de la coloration et des surfaces voisines de memes dimensions 
servant de blanc sont ddcoupees dans le papier et 6luees par 3 ml d’acetone contenant 
‘z5o/O d’eau, pendant 20 min sous agitation discontinue, Apr&s centrifugation; les 
colorations de 1’6luat sont lues, dans l’heure qui suit, au spectrophotometre a 575 rnp 
contre un blanc provenant d’un emplacement du chrornatogramme le plus voisin 
possible de la tache a doser (pour l’asparagine, les lectures au spectrophotom&tre se 
font & 350 mp). Avec ,la revelation, d&rite ci-dessus, la, proline et l’hydroxyproline 
forment un complexe violet apriis le sejour & l’etuve a 38”: Des courbes.de r,Gf&ence, 
sont constkites a pakir de quantites detgrminees (o a 20 ;ug) de chaque acide amine 
&pare dans les m&mes conditions experimentales (electrcphorese, chromatographie, 
etc.). (BISERTE, BOULANGER ET PAYSANT~.) " ;, 

,, 
'. ., ., 

D.FRACTIONNEMENT DEBASE PARBLECTR,OPHOR&SE,&JH 3.9 ',. : 
., " 

I. Descri#%on de, la m&hode 
‘, 

” 
L’electrophorese & pH 3.9. s’effectue dans un appareil en V r&verse,, sur ,&I papier 
Arches 304 (28 x 40 cm), pendant 4 h, sous un potentiel de, 300 a 400 V. Le dep6t du 
melange des aminoacides a &parer se fait a ,12 cm du bord anodi,que de la feuille : 
prealablement inibibee de tampon, le long d’une ligne de 1.5 $ ,3 cm, ,perpendiculaire 
au, grand axe, de la fe,uil@ Le volume depose est habituellement: de l’ordre de ho & 2o ,ul. 

Apres la migration electrophoretique, la feuille est s&h&e .& l’air hbre, .puis 
ventilee pendant 15 h ou s&h&e une demi-heure 5 l’etuve d IOO,O, et,finalement rev&e ,.‘Z. 
par pulverisation ou par trempage dans le reactif & la’ninhydrine. 

2. Possibilitt% si+aratives. ‘, 

Les avantages de cette premiere. Bta,pe sont nombreux: 
le tampon utilise (pyridine-acide acetique-eau) est entikement volatil et ne 

cause,donc aucune gene pour les Btapes chromatographiques ulterieures ; ‘. 

cette electrophorese ne, necessite qu’un appareillage. simple et, n’exige pas de 
potentiel Bleve; : : :... 

son pouvoir separatif est t&s satisfaisant; ., ’ ‘. ‘.. : I. : “’ 

: En ,effet, ‘les’ acides amines d’un hyclrolysat ‘total de proteine sec.&parent tr&s 
faciiement . en :4 groupes ,principaux, . . (GRASSMANN; LHANNIG. ET ,PI%cKL~*) : acid&, 
+,spartique, .acide glutamique, le ,groupe, d.e tous: les acides ,amir& a, comportement 

J. ChmnatOg., 3 (+O) 25-47 
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32 G.BISERTE et a.6. 

neutre. et le groupe des acides amines & comportement basique (histidine + lysine + 
arginine) (Fig. 3). 

Apres oxydation de l’hydrolysat par l’acide performique, l’acide cystBique form& 
se &pare dgalement et se localise en avant ,de l’acide aspartique (Fig. 4). 

Dans le cas d’un milieu biologique, la separation de base est encore plus poussee 
d&s ce premier stade : les acides o-amines se situent entre les acides amines “neutres” 

Fig. 3: Electrophor&gramme sur papicr Fig. 4. Electrophordgrammc sur papier en tampon acide 
en tampon acide ac&iq,ue-pyridine ,de acdtigue-pyridine de, pH 3.9 (acides aminds libres 
pH 3.9 (hydrolysat total de prot&ne). dBcc1ables dans un miheu biologique). Conditions ex- 
Papier: Arches No. 304 ; dur&e : 4 heures p&imentalcs identiques S ‘celles d&rites dans la <Fig. 3. 
sous 320 V ; point de d8par-t : ,I z cm du La fleche indique le point de d6part de l’dlectrophor&se. 
c6ttS anodique (la’ fl&che figure lo point cyst A, acide cyst&Que; Asp = acide aspartique; 
de ddpat du melange. des, acidcs ami- Glu = acide glutamiquc; aAR = acide a-aminoadipique; 
II&). Asp : acide aspartique ; Glu : acide N = acides amines “neutres”; T = acide @aminoiso- 
glutamique; N: acidos amin& “neu- butyriquc ou T-spot; /I = @alanine; y = acide y-amino- 
tres” ; Bas : acides amines “basiques” butyrique ; B = acide d-a.minovaldrique ; Bas = acides 
(lysine, arginino, histidine)‘. Los cour- 
bes correspondent ‘& l’enregistrement 

amin& basiques (arginine, lysine, m&hylhistidinc, 
’ histidine. ornithine) ; Co1 = colamine. 

des colorations a la ninhydrine standar- 
dishes, & l’aide d’un photodensitometre &quip6 d’un filtre vert a 530 rnp. L’enregistrement est rdalisd a 
partirdcs bandes d’0lectrophori%e pr6alablement imbibdes par de l’huile de, transparence. Le ddroule- 
ment de la .bande se fait mm par mm devant une fente de I mm de largeur et de 25 mm de long&m. 

et les acides amines “basiques”; la colamine se localise au dela du groupe des’ acides 
amin& “basiques” (Fig. ‘4). 

Bien ,souvent, l’aspeck de l’electrophoregramme est encore plus complexe. Afin 
de’preciser davantage les possibilit& de cette methode, nous avons &udik le com- 
port&rent de nombreux dCriv&s,‘“‘ninhydrine positive” ou non, naturels ou synthd- 
tiques, dans les diverses zones de l’electrophoregramme’ & p1-I ‘3.9. 

(a) Zone des comfiosks d com$ortement a&de ‘(Figs. 5 et 6) 

(i) Comfiost!s “nin1~yd~ine @ositive,‘. Dans toute la region de 1’8lectrophoregramme 
situ&e en avant du groupe des acides amines “neutres,,, on ,peut trouver un’ certain 
nombre de composes ’ “ninhydrine, .positive” tels’ que l’acide homocystei’qzce ‘qui se 
s&pare facilement de l’acide cyst6ique; le tyrosine-O-s&fate qui se situe juste en avant 
de l’acide aspartique, le glufatkion traits’ $ar I’acide #erformiqzle (G-SH -+ G-SO&I) 
qui se situe entre l’acide cystkique et l’acide aspartique, le glzctathion &d&t’(G-SH) et 
oxydk I(G-S-S-G) qui sont places. entre -1,acide aspartique et-.l’acide glutamique. Le 
glutathion oxyd&est legerement plus rapide que le glutathion’reduit (Fig. 6):Toutefois 
pour s&parer, ces deux: compbsks, ,il,faut :rQaliser ~uncouplage &ctrophor&e & pH:3,9’ 
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a 

cyit Hiyst Gl’u 

b 

N.acBtvl.Asp 

, 

: :. 

cyst Kyat Ty;OS Asp CL ,. ‘, Fool ,._ 

Fig. 3. EloctrophorOgramme sur papier B pH 3.9 des ‘!compo& ?i comportemcnt acide” (4 h, 
320 V, point de depart B 12 cm du c6tb scnodique). (a) Comportement. dcs compos+ .‘.‘n$nhydrine 
positive”. Cyst = a&de cysteique; HCyst = icide homocystdique ; Tyr-O-S = tyiosine-O-sulfate ; 
ASP = acide : aspartique; GSH ,= glutstliion rdduit; i ,Glu =. accde, glutamique: ,aAA = acide 
a-aminoadipique. fb) Comportement des derives N-acOtyl& et N-formylOs.de l’,acide aspartique et 
de l’acide glutamique (revelation au vert de bromocresol). (c) Comportement des derives dinitro- 
ph8nyles de l’acide aspartique, de, l’acide glutamique’ et du glycocolle (d&iv& color& en jaune et 
possddant une fluorescence brune en lumiere de Wood). (d) Comportement des formes combin6es 
d’acides amines ou des derives’d’acides amines Q comportement acide. Acide pyrrolidone-carboxyli- 
quc: rev6lation par la methode de RYDON ET SMITEP; acides hippurique et p-aminohippurique: 
revelation au +dimOthylaminobenzaldehydc en solution dans l’anhydride acetique; acide panto- 
thdnique et homopantothOnique : r&elation p’ar la ninhydrine apr&s hydrolyse partielle par 
pulverisation d’acide acetique; taurine et N (acides amines neutres) : revelateibn & la ninliydrine; 
Fol = acide folique: localisation apr&s Solution des bandes et hydrolyse totale suivie d’une 

identification de l’acide glutamique lib&e, par Blectrophorbse ou chromatographie. 
,’ 

Fig. 6. Comportement en Olectrophor&se 3, pH 3.9 du glufathion et de ses d&iv& GSH’= sgluta- 
thion reduit; G-S-S-G = glutathion oxyde; G-SO,H = glutathion ‘trait6 par l’acide performique; 
G-S-SO& = sulfoglutathion ; Cys-SO&I =. :aci,de cysteique; 

acide aspartique. 
Glu = acide glutamique; Asp = 

J. CltvOmatOg., 3 (1960) 25-47 
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et chromatographie butanol-acide acetique (voir Fig. IO). Le sulfoglutathion (G-S- 

SO&) -synthetise suivant la methode de WALEYe8--Se comporte comme le gluta- 
thion trait6 par l’acide performique (G-SO,H). ,&‘acide oc-aminoadifiiqwe se situe juste 
derriere l’acide glutamique. 

(ii) D&ivek N-substitu~% des acides up&at% dicarboxyliqzces. Ces derives se localisent 
egalement dans la region “acide” (Fig. sb). 

Les d&&t% N-ac&yZ& et N-forvnyle’s des acides aspartique et glutamique peuvent 
&re facilement rep&-es par la coloration jaune qu’ils donnent apres pulverisation 
d’une solution de vert de brornocrdsol A 0.9% (p/v) dans l’ethanol a g5c ajustee & 
pH 4.5. Les derives N-formyles et N-acdtyles des aminoacides dicarboxyliques, plus 
“acides” que les acides amines dont ils derivent, sont plus rapides qu’eux sur l’electro- 
phoregramme 2~ pH 3.9. L’ensemble des derives N-a&y& des autres acides aminds 
se placent dans la zone de l’acide aspartique et de l’acide glutamique”. 

Les d&v& dinitro~ht+zyZ~s des acides amines dicarboxyliques se s&parent asset 
facilement & pW3.9. Les autres DNP-aminoacides (tels que le DNP-glycocolle) sont 
egalement situ& dans cette mcme region, mais ils .sont zcn $ezc mains rapides (Fig, SC). 

L’blectrophorese & pH, 3.9, si elle peut &re utile dans certains cas particuliers, 
doit cependant Btre considerde comme une mdthode accessoire pour la separation des 
derives N-substitu& des acides amines., 

(iii) ‘F.o+mes Cdmbi&es d’aina+acides. Certaines formes combinees d’acides 
amines, amsi que certains d&iv& “ninhydrine negative”, ont egalement un comporte- 
ment, “acide”. Ce sent principalement (Fig. 5d) : 

Z?acide hi$@wiqzce et I’acide fi-amin~hifq!wrique, qui peuvent Qtre revel& specifi- 
quement par ‘une ‘solution de +dimdthylaminobenzald&yde a 4% (p/v) dans l’anhy- 
dride acetique ; 

Z’acide $antqtheiziqzce et I’acide homo~an~o~h&aiqzce, qui sont identifies. apres 
hydrolyse partielle; celle-ci peut Qtre obtenue par z pulverisations successives.d’acide 
acetique ‘a’50 o/o ; apres chauffage, la /3-alanine et’l’acide ‘y-aminobutyrique lib&& sont 
revelables par la ninhydrine (BISERTE, PLAQUET ET BOULANGER~) ; 

Z’acide folique; l’identification de ce compose est conduite de la facon suivante: 
apres Ablution de la zone contenant l’acide folique, l’dluat est hydrolyse totalement par 
l’acide chlorhydrique 5.6 N; dans, l’hydrolysat on peut mettre facilement en evidence 
l’acide glutamique ; 

le coenzyme A, qui se r&Ye par le. reactif classique au nitroprussiate, caracte- 
ristique des groupements SW”“. : 

Z’acide pyirolidopze-carboxylique, que l’on peut mettre en evidence a l’aide de la 
reaction de RYDON ET SMITEI”~ (coloration bleu noir sur fond lkgrkement bleu). 

(iv) Acides orgatiiques. On peut egalement ,rencontrer dans la region “acide” de 
I’eJectrophoregramme des acides organiques : (Fig. 7). Les acides fumarique, citrique, ,. : 

.., 

?,:I+ comportcmont de nombrclax N-ac&yl-iminoacides a BtB OtudiO..en, chromatographie et 
&ktrophdr+se,sur papier’par WHITEHEAD~~. : .. : ,: 

.,’ ?.? Pourla chromatographie.des compbses B groupes thiol, nota&mentle'CoA, voir' PRICE'& 
CAMPBELL~~. ,, ; ” 

‘. ,., ., ,, / ” : ‘, ~. J. Chvomatog., 3 (1960) 25.-47 
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a-cetoglutarique, malique et succinique s’echelonnent dans la’ zone des ‘acides amines 
&.comportement acide ; ils sont revelables par le vert de bromocresol ou mieux par .la 
reaction de SAARNIO*~. 

11 resulte de cette 6tude que les possibilitbs de separation dans la zone “acide” 
de l’blectrophor8gramme sont relativement satisfaisantes. On peut d’ailleurs 6viter 
que tous les constituants dont nous venons de preciserla position se trouvent simul- 
.tankment dans la solution & analyser. En effet, le traitement prealable d’un milieu 

Malique 

Fig. 7. ElectrophorOgramme sur papier B pI3 3.9 d’acidok organiqbes. Les lignes Gxt&x.les figur&k 
l’cmplacemcn~ d’acides organiques par rapport aux acides amin& & comportoment acido (r+Ala- 
tion des acides organiques par la mOthode de SAARNIO 4x; B l’aide d’un r&ctif aniliik-xylosc). 

:. .‘,’ f .’ ; 

biologique par une r&ine khangeuse de cations, fortement acide. (Amberlite IR Izo. 
ou Dowex 50) permet de simplifier Ie probleme. Les ,acides .aspartique, glutamique, 
ar-aminoadipique et le glutathion sont fixes, tsndis que des composes “ninhydrine 
positive”, comme le tyrosine-O-sulfate, ou “ninhydrine negative”, comme l’acide 
folique, les derives N-formyles et N-acetyles des acides dicarboxyliques, les acides 
pantothenique et homopantothenique, les acides hippurique et +-aminohippurique, 
ne sont pas ou sont $ezc retenus sur les r&sines a echange de cations. 

En conclusion, l’interpr&ation de cette zone de l’electrophoregramme doit 
toujours Qtre tr&s prudente dans le cao d’un milieu biologique non hydrolyse, d’autant 
plus qu’en dehors des composes cites plus haut, des,oligopeptides peuvent se localiser 
Bgalement dans cette zone (voir Fig. IO). rl est indispensable de completer l’etude de 
cette zone acide par un couplage bidimensionnel “electrophorese & pH 3.9 et chroma- 
tographie butanol-acide acetique.“. Dans’ le cas des milieux biologiques hydrolyses ., 
totalement, l’interpretatiqn est beaucoup .plus facile. 

,,. ., 
” 

‘, ; _’ ,, ‘. 
Jb) ,Zone des comfiosks i? comportement nezctre 

I’ 

Les acides an&& “neutres” (shrine, ,glycocolle, threonine, alanine, acide cc-amino- 
butyrique, valine, methionine, methionine-sulfone, m&hionine+sulfoxyde,. leucines, 
phenylalanine, : tyrosine, proline, hydroxyproline, ‘asparagine; glutamine;’ sarcosme, 

11: cystine, tryptophanne, acide pipbcoliquk, ‘citrulline) se’, localsent, dans Cette. zo,ne’ ,a 
compoitement neutre &’ pH ‘3.9, ” “., :, ’ ” ,: :_ : ,,,, ;, 

11 est. ,imp,ortant de: savoir que la zone des acides amines’, %eutr’es” contient 

: 

‘,, ,” ,: J. Cltromalog., 3 (1960). 25-47 
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egalement le glucose, l’uree et la creatine. Au- tours de cette Blectrophorese a faible 
potentiel il n’y a pas de fractionnement de l’ensemble des composes & comportement 
neutre. 

(c) Zone des acides w-amine’s (Fig. 4) 

L’acide &aminoisobutyrique ou’ T-spot, la /3-alanine, l’acide y-aminobutyrique be 
s&parent facilement B pH 3.9 et se localisent dans l’interzone “neutres-basiques”. 
L’acide &aminoval&ique se trouve Bgalement dans cette region, au niveau de l’acide 
y-aminobutyrique*. 

Les possibilites *de separation des acides w-amines sont done particulierement 
interessantes. Mais il faut savoir que cette inter-zone “neutres-basiques” est trbs 
souvent occupee par des oligopeptides qui peuvent se superposer aux acides warnines 
et les masquer (voir Fig. IO). Aussi l’interpretation de cette region doit-elle Btre faite 
avec une grande prudence dans le cas des mi1ieu.u biologiques non hydrolyses ; il est 
indispensable de comparer les electrophoregrammes avant et apres hydrolyse totale 
et d’effectuer une etude supplementaire .par un couplage bidimensionnel “electro- 
phorese B pH 3.9 et butanol-acide acetique” (voir paragraphe E). 

(d) Zone des com~os$s’ d com$ortement ,basipe (Fig. 4) 

‘A pH i&, l’arginine, l’ornithine, la. lysine, l’histidine et la m&hylhistidine ne se 
s&parent pas l’une de l’autre. Seul de tous les acides diamines, l’acide a,y-diamino- 
butyrique se distingue assez nettement, car il migre davantage vers la cathode (Fig. 
8). Au contraire, le dipeptide carnosz’w @.lanylhistidine) est un peu moins rapide 

,__A 
Corn Lys Dia 

Glucosamina 
Tyramine 

A 

‘. 

Fig. 8. Electrophor&& A pH ‘3.9 des compos& “ninhydrinb positive” S “comportement basjquc? 
(4 h, 350 V, point de depart B g cm du c&A anodique; distance parkokue par la lysine & partir du 
point de d6part : 16.3 cm). Lys - lysine (l’arginine, l’ornithine, l’histidino et la m&hylhistidine 
ont un comportement idontique B celui de la lysine).; Dia 3 
carnosinc; Tyr = tyramine; 

acid? a,, y-diaminobutyrique; Cam, 3 
Glucosamine: la glucosamine se comport-c sensiblemonk comme I& 

..I’ i. ,’ .’ .,’ (, carnosine. : 

* Apr&s blution de,cetie zone, on peut r&aliser une chromato&a@hio bidimenkionkelle blaksique 
(butanol-acide.ac&ique et ph&zol (NH,)). En plagant .des temoins lat&aux,el un,tOmoin interne 
de +ine, il est facile de distinguek l’acide y-aminobutyriqpc et l’acidc d-aminoval$rique qui se 
situent.&u’+,qisitiake de la valine. i ‘. ” : ” .: ,’ 

Solvant butanol-acidc ac&ique-eau (4 : I : 5) : RF acide y-aminobutyrique = 0.43, RF acide 
d-an+wal&iq~e = 0.49. 

.‘Sol+ant @h&n61 (NH,) : Rp acide y-aminobutyriq~e = 0.77;R~‘acide &aminovnl&ique. 0.79. 
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quc les acides: amin&.basiques. Dans les extraits de muscle, sa prksence se traduit ,par 
un rel&vement de la pente ascendante du sommet correspondant aux ,acides amin& 
basiques. Cet ‘accident disparait sur les 6lectrophorBgrammes des hydrolysats tbtaux 
de’ces extraits. ” ,. ‘. 

La tyramine est. la seule amine biologique que l’on peut rencontrer dans ce,groupe 
des compos6s A comportement basique. On y trouve 6galement la glzccosamivte (Fig. 8). 

(e) Zone des amines 

La plupart des .amines biologiques, qui accompagnent 
fractionnement sur rksines &. &change de cations, viennent 
aminks basiques, du cat6 cathodiqtie. 

les acides aminks dans le 
se placer azc delci des acides 

Le compos8 le. plus souvent rencontrk est la colamine, que l’on peut iddntifier 

Agmatine 
Spermine Putrescine 

Wisdaminc 

Fig. g, ElectrophorEse & pI_I 3.9 des amincs biologiquc& (320 V, 210 min. point de depart: 8 cm 
du c&B anodique, r&elation $ la ninhydrine ; distance parcourue par la lysine B partir du po<nt 
de d&part : I 6 cm). La majorit des amines viennent se pl,acer au del& de la colamine du c&& 
cathodique. Leur separation n’est pas possible. La colamine est le composC Ie plus frdquemment 

rencontrk La-tyramine se comporte comme les acides aminds basiques. 

facilement & l’aide d’un tdmoin lat6ral. 11 faut, toutefois signaler que cette zone contient 
frhquemment d’autres compos& colorables A, la ninhydrine; la majorit des amines 
biolpgiques (cadavkine, putrescine, agmatine, allylamine, histamine) viennent se placer 
dans cette region et ne peuvent Btre,&par&s efficacement par cette m6thpde (Fig. 9)“. 

La @zerca~toe’th$?amine ~r6v6lation & la ninhydrine et r&&lation au nitro- 
- . . ‘i 

* I.e eomportembnt chromatographique de ces amines est lui’ kssi .tr&s particulier., Dans Ie 
syst&me ph&nol(NW,),. Olles ferment des trainees allongees done le.+ est voisin de I. ,Le butanol- 
kcidc ac&iquc permet la sdparation de la tyramine et de la colamine; Si l’on donne:arbitrairemc& 
la,kleur de I~SLLI ,R~p’de la kyramine (amine la plus rapide), le RP de la colamirie e&de 0.59. 5F~~~~~R 
ET .BoHN~~ ;effectuent la separation des amines en BlectrophorOse sux? papier? en Campon-pyridine- 

w acide .ac&iqueacide. citrique.’ GAYER 11 utilise’ l’Blectrophor&ss B haut: potentiel; Une sBparatiori 
‘4 parCello. des ‘amines p&i? Olcctiophor&se sur pa$ier (A, pIkI .4 et B ‘pH 6;5)‘ et par, chrcimkkogkaphie 

sur, papieri a 6tB ,d&rite, Bgal,ement par J~ERBST 10. KAPELLER-ADLER'ET 1~~024, .ont $&par6 l’hista- 
mine ‘et ,ses d&j+& NLmOthyMs par ,chromatographie stir papier et LOCKHART~O, a Btudie le com- 
poktement’chromzikographiqtie des d&iv& dinitroph&nyMs des amin& I ‘, 

‘t ,’ ,.\‘. : 
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prussiate de sodium) se rencontre egalement dans cette zone de l’klectrophoregramme, 
ainsi que la s@wziute. 

En conclusion, l’electrophorese A pH 3.9 constitue une &ape de fractionnement 
de base tres intdressante. Quant aux composes dont ce premier stade n’a pu realiser 
la resolution, c’est-&-dire principalement le groupe des acides amines “neutres” et 
celui des acides amines “basiques”, ils doivent Qtre obligatoirement soumis & d’autres 
techniques separatives apr& Ablution automatique quantitative. 

E. IDENTIFICATION PARTICULIkRE DES COMPOS&S A COMPORTEMENT ACIDE 

ET DES COMPOSlb A COMPORTEMENT LtiG$REMENT BASIQUE 

(COUPLAGE BIDIMENSIONNEL ~~LEcTR~~HoR&SE 

A pH 3.9 ET CHROMATOGRAPHIE BUTANOL-ACIDE A&TIQUE) 

Pour obtenir une separation plus selective des composes a comportement acide et des 
composes a comportement l&erement basique, il est recommande d’effectuer un 
couplage bidimensionnel electrophorese a pH 3.9 et chromatographie butanol-acide 
acetique (Fig. lo). 

L’electrophorbse est realisee dans un appareil en V renverse de grandes dimensions, 
sous 600 V, pendant 8 l-r, dans le sens de la plus grande longueur d’une feuille de papier 
‘Whatman No. z, le d&p&. de. la solution a analyser se faisant en un point sit& dans 
un coin de la feuille de papier a .18 cm du c&B anodique et a IO cm de l’autre bord. 

-I- -CD Electra PH 3.9 * - 

I G-S-sO,H 

Q 
0 OA-SH 

ASP ti 
$ 

/. L 

3 

2 
0 

I 

I’ Oval 

0 Leu 

Fig. I& Sbparation dos composes acmes ct dcs cornpos& lbg&romcnt basiqucs (couplage bidimen- 
sionnel comportant une dlectrophor&se B pH 3.9 sur uno feuille de papier Whatman’ No. I (57 x 
47 cm) en premiere dimension et une chromatographie dans le solvant butanol-acide, a&tique-eau 
(4 : I : 5) en seconde dimension). Les abrcviations suivantes ont 6tQ utilisdes: Cys-SO,H 7 acide 
cyst6ique; ‘Asp = acide aspartique; G-SW: = glutathion’ rdduit ; G-S-S-G ,& glutathion ,oxyd& ; 
G-SO& = ‘glutathion trait6 par l’acide performique; G-S-SO,H a sulfoglutathion; Glu =’ acide 
glutamique ; a = acide a-aminoadipiquo; Val, = valine; Lou = leucines ;’ .Neutres =‘, ensemble 
des acides amines. ,neutres; T I 
y-aminobutyrique ; : Bas = 

acide p-aminoisobutyrique ou T-spot ; ,f3 b, @,lanine ; 1 y = acide 
acidos amin&. L comportement basique (ornithine,’ llysine, arginine, 

histidine. ,’ mdthylhistidine) + ,glucosamine a + carnosine ,+. anskine ; ,Col =’ colamine; . Dans.j la 
zone:d,es acides aminds ne,utrcs. :des dbauches, de sdparation, peuvent Qtre observdes, de) mbme ‘quo 
dans la zone des composes .basiques. Los rectangles,limit& par des 1ignes:pointillOes correspondent 
aux, zones .oh’l’on rencontre le plus souvent, au tours de 1’0tude des. milieux biologiqubs complexes, 
de nombreux composes “ninhydrine positive” qui ne correspondent ,pas $ des acides ,amin6s. 

‘.; S’,,,, ..‘, . J. Chromatog., 3 (Igcic) 25-47 
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Apres sechage sous une hotte par ventilation d’air froid pendant 16 h, la chromato- 
graphie descendante dans le systbme classique wbutanol-acide acetique-eau (4: I : 5) 
,est effect&e pendant 24 & 36 h. “’ “, 
:’ ,Apr&s revelation, on obtient dans la zone des composes acides une separation 
tres satisfaisante de l’acide cysteique, de l’acide aspartique, des differentes formes.du 
glutathion, de l’acide glutamique, de l’acide a-aminoadipique. Dans des milieux 
biologiques non hydrolyses, on observe egalement de nombreux oligopeptides dans 
cette region du papier (Fig. IO). Dans l’interzone “composes neutres-composes 
basiques”, l’identification de l’acide @amin,oisobutyrique, de la @alanine etde l’acide 
y-aminobutyrique est tres aisle. La separation d.es acides amines basiques et celle des 
comIjo&s a comportement neutre sont insuffisantes. Ce couplage est particulierement 
interessant pour Studier les milieux biologiques non hydrolyses (voir BISERTE, 

BOULANGER ET PAYSANT~). La presence en differentes regions du chromatogramme 
d’oligopeptides ou d’autres composes reagissant & la ninhydrine et distincts des 
acides aminds habituels, peut Ctre confirmee par la comparaison des couplages 
bidimensionnels des fractions hydrolysees et non hydrolysees. 

F. IDENTIFICATION PARTICULIkRE DESCOMPOSl%ShCOMPORTEMENT NEUTRE 

(COUPLAGE ~~MENSIONNIZ ~~LIxTRoPI-IoR&SE 

A pH 2.4 ET CHROMATOGRAPHIE BUTANOL-ACIDE AC$TIQUE-EAU) 

L’electrophorese a pH 2.4 (solution d’acide acetique I N), si elle est par elle-meme 
insuffisante pour la resolution des acides amines “neutres”, peut Ctre utilisee de facon 
t&s satisfaisante comme premiere dimension d’un couplage Blectrophorese-chromato- 
graphie.. ” 

Elle est realisee dans un appareil en V renverse de grandes dimensions, sous 
400 V, pendant.18 h, dans le sens de la plus grande dimension, d’une feuille de ‘papier 
Whatman No. 3 (46 x 57 cm),,le point de depart se trouvant a 8 cm du bord anodique 
et a’ Ed cm’de, l’autre b&d. Le depat des acides amines se fait par Ablution automatique 
a partir de. la bandelette d&coup&e sur un, 6lectrophoregramme’ & pk 3.9; L’appareil 
d’,elution est equip& avec un moteur de I tour/I2 h et une seringue de 20 ml; ‘l’opera- 
tion est. prolong&e pendant 45 min. ,: 

‘Atires sechage de la feuille, cette Blectrdphorese est suivie ‘d’une chromatographie 
unidjmensionnelie descendante dans le solvant butanol-acide, acetique-eau .(4 : I : 5)) 
effect&e dans le sens perpendiculaire a la migration Blectrophoretique, et d&t la 
dur6e est de 2o:h. Le chromatogramme est s&he soit &.l’&uve & IOOO, ‘soit, si.l’on 
desire effectuer une chromatographie quantitative, a la temperature ordinaire 
pendant’2 ,jours par ventilation d’air froid dans une atmosphere’ exempte d!ammoniac. :, 
I& ‘r&elation. est r&@isCe d.e prbference par la solution de’ ninhydrine a I $&', ‘(Yo;~ 

Hbr, paragra@ ,C) . ‘. : : , ; ,’ 1 ‘., ‘,I, ,,, ; ,; ’ 

>:I,, .DanS ces conditions, la r&o&i&n des’ ticides ,amines I’neutresf’ est t&s, Satis- 
faisante (Fig; Ii). CJest ainsi que. la ,serine et. le glycocoJle, la -m&hjonine ‘et la valine; 

,. 
‘la ‘pkkiylalanirie et les leucines sont nettement &par&es, ainsi’, que, le tryl&+ianneT 
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La m&hioninc-sulfone se pltice au voisinage de l’hydroxyproline; mais l’identification 
de celle-ci ne pose pas de probl&me particulier du fait de la coloration orange qu’elle 
donne & la rk&lation & la ninhydrine* ; elle peut d’ailleurs Qtre rciv616e 6galement & 
l’aide de rCactibns sp&ifiques, notamment celle de JEPSON ET SMITW~~. La distinction 
entre l’asparagine et la glutamine’ est Cgalement facilithe par des diffkrences de 
coloration (glutamine : violette; asparagine : brune). La citrulline se place au mQme 
endroit que la glutamine. Apr6s hydrolyse totale du milieu biologique, la persistance 

1 
._a Electra pH2.4~ r? -u CYS 

m Asp- NH2 

?- 
(Tau 

s 

0 Pro 
0 oc-NH2-But 

0 Tyr OPip 

@@a 

0 Phe 

0 Leu 
Fig. II. Sbparation des acides amin& “neutres” (eloctrophor&se & pH 2.4 suivie d’une chromai;o- 
graphic unidimensionnelle dans le solvant; butanol-acide ac&ique-eau (4 : I : 5). r&e op&aliolz: 
Electrophorkx dans lc sens de la plus grande dimension (57 cm) d’une fcuille de pspier WhaCman 
No. 3 dsns un appareil lzype DURRUM (4ooV,' 18 h). Le poinl; de d&pet (point’ noir sur le &h&ma) 
se tzrouve, A 8 cm du bord de ,la feuille du c&t6 anqdiquo elz & IO cm de l’autre bord. AprQs I 8 h de 
passage du courant, le glycocolle se trouve fL 43 cm du point: d’origin8.’ z&ne opt?ration: Chromato- 
graphic unidimcnsionnelle dans .le solvant butanol-acide ac&ique-eau (4 : I : 5) pendant: 20 h ‘(ou 
davsntage). ii la part;ie inf&icure gauche de la figure, nous avons reprcSsentB la position du point: 
d’origine eL la disposition g&&ale de l’opkation. Gly indique la position du glycocolle & la fin du 
couplage. Los abrdviations suivantes ant BtO utilisdes: Tau 3 taurinc; Cys = cystine ; Asp-NH, = 
asparagine,; GIu_INH, 7.. glutamine ; Ser, = Shrine; Gly = glycocollc; HO-Pro = hydroxyproline ; 
Met-SO, = mdthionine-sulforie; Thr = thr6onind; Sarc = sarcosinc; Pro = proline; a-NH,-But: 
= acide a-aminobutyrique; Tyr = tyrosine; Pip = acide pip&olique ; Try = tzryptophanne ; 
MeL = mdthionine; Val = valine ; Phe = ph8nylalax$ne ; Leu = leucines. Les positions de la 
sarcosine. de la proline, de l’hydroxyproline, de l’acide pipkolique, de la citrulline (tiui occupe la 
mdme position que’la glutimino) et du tryptophanne pouvent &re conlirmdes par des r&a&ions 
spdcifiques. L’asparagine (colora;ion brune) et: la glueamine disparaissent tC l’hydrolyse $otale. La 
presence de mkhionine-sulfone’ doit &re confirm&e & l’aide d’un tdmoin internc. Dans les milieu% 
biologiques, de nombreux autres compos6s “ninhydrine positive” peuvent: se rencontrer sur la carte. 

0 : .’ 

y Cel$e coloration orange est: observde au dt%ut c@ la r&&alAon avec le rdactif $ la ninhydrine 
co&en+%; apri% le sf$jour B l’&uve SC 38O, l’hydroxyproline p&se&e la coloratzion violet-pourpre 
classique (pourlo ‘tidcanisme’de ‘forniation’du complekti ijourpre, voir JOHNSON' ET M&ALDIN~~)'. 

,La s0paratioxi des acides amin& cycliques (hydroxyproline, aZZohydroxyproline,’ proline, 
bailcialne, acide pipdcolique. acide 5-hydFoxypip&zolique, acido aZZo-5-hydroxypipkoli+e) peut: 
&ke r&alis’& p’ar une ohrdmatogra$iie bidimensioni&elld kuivati~“l& m&hode,de .I?&, IRREVERRE ET 
WOLF? !(pf?miOre~, dimension : alcool but;ylique,t;ertiaire-acids fotimique A 88 Oh-eau (70 : I 5’.: I 5) 
(v/v),, 1.8 h SUP papier Schleicher et: Schiill No. 598; seco?$$: diyension: alcoo? amylique totiiairr+ 
2,4Jutidint%eati (178’: i78 :II~) (v/v); 18 & i&h);, .’ ,. II (, 
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d’une tache ninhydrine positive dans cette zone rend necessaire la realisation d’une 
r&elation specifique de la citrulline. Le seul probleme qui,;ne soit pas resolu est celui 
de la separation leucine-isoleucine ; mais celle-ci”peut &re facilement obtenue par 
l’utilisation du system&solvant de H~~GsTRGM~O (m&hyl6thylc&one-acetone-eau 
(3 : I : 0.6)) : on peut le mettre en ozuvre soit en chromatographie unidimensionnelle 
descendante pendant 30 h, apres avoir prealablement s&pare les acides amines 
“neutres” en Bl.ectrophorese a pH 3.9 et 61ui: automatiquement 1.a zone correspondante 
sur une bande de papier Whatman No. I; soit en un couplage bidimensionnel “electro- 
phorese i pH 2.4 et chromatographie”, en partant de cette m&me zone des acides 
amines neutres*. Les Rp calcules par rapport a celui du tryptophanne sont les suivants : 

isoleucine: Rp (Try) 0.78; leucine: RI,, (Try) 0.86. 
Dans les milieux biologiques complexes, de nombreuses taches “ninhydrine 

positive” qui ne correspondent pas B des acides amines neutres peuvent &re decelees 
sur le papier. L’interpretation de la zone delimit&e par la cystine, l’hydroxyproline 
et la glutamine est souvent delicate. 

G. IDENTIFICATION PARTICULI&RE DES COMPOSl% A, COMPORTEMENT BASIQUE 

i . ChromatograPhie bidimensionneEle 

Apr&s elution; ,a partir d’un electrophoregramme a pEf 3.9, de ,la bande des acides 
amines basiques, i’etude de ces composes. peut &tre abordee par la. chromatographie 
‘oidimensionnelle classique (butanol-acide acetique et phdnol (NH,)). 

L’identification de .la glucosamine, de la ‘: tyramine, 6ventuellement de l’acide 
y-aminobutyrique, est facile. La zone des acides aminks basiques est deja nettemeut 
moms confuse que sur le chromatogramme bidimensionnel obtenu $ part& du me- 
lange initial qui n’a.pas 6th “ simplifi&’ par Blectrophorese a pH 3.9. Toutefois, on ne 
peut obtenir de cette facon des resultats p&is**. 

2. &?ectropkortse dam I’ammoniaqzce I N (PH 1’1.7) 

La ,separation de l’histidine, de, la lysine et de 1,‘arginine’ est facilement real&Be par 
uric blectrophorese B pH 11.7 (solution’.d’ammoniaque I N) clans un appareii en V 
renverse, sur du p&pier Whatman No. I, sous un potentiel de 4ooV, pendant is h,:‘la 
ligne de depart 6tant placee a pi cm du bord cathodique de la feuille**“. Le &pot des 
acides amines se fait par Clution automatique & partir de la bandelette qui contient 
les composes basiques et qui a et& decouple sur un electrophoregramme S pH 3.9. 11 
est indispensable de placer des temoins lateraux. 

., / ‘. :. 
*Cette chromatographie doit 6tre offectueo clans des cuves’en verre, car ids cuves en chlorure 

de polyvinyle se deferment en prbsence cle ce’systeme-solvant. 
* * La separation des acides amines basiques sur un papior impregnd par une resinc a, dchangc 

de cations (28 y0 d’Amberlite IR 120) est relativement satisfaisante (TUCKERMANN~~). 
M* .* * *,Le ~ tampon de pH I I .6 (phosphate disodique%.oudo)’ utilisb; pa? ‘GERLAXHE; %.!,,,. CA&M~R 'El 

,RENARI~? a &A utilise Bgalement pour la separation des acides amin& basiques. 11 a lo dbsavantagc 
de ne pas etre volatil. HARRIS ET WARRENI’ ont Bgalemont realis& 1’0le,ctrophor&se de ces compo&s 
&PI-I 11.3 (tampor CO,Nas 0.03 M). : “’ (1 : .: 
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Les possibilit& +paratives de ce pro&de sont nettement meilleures que celles 
des m&hod.es chromatographiques, 11 permet en effet d’identifier aisement, en pr&ence: 
de $&moins,lat&aux, l’arginine, la lysine et l’ornithine (Fig. 12). 

Toutefois, dans le cas des milieux biologiques, le problAme est beaucoup plus 
complexe: la zone des acides aminds “basiques” A. PI-I 3.9 peut contenir, outre l’argi- 
nine, la lysine et l’ornithine, de l’histidine, de la mhthylhistidine, de la glucosamine, 

LYS His 

A% I+ Orn 

l-l- Arg 

Fig. I 2. Electrophor&sc B PI-I I I .7 (NW,ON I N) des acidcs amin& basiques (papior Whatman 
No. I, depart Zt I I cm de la cathode, 400 V pendant I 5 h, dans un appareil type DURRUM). Arg = 
ar&nitie [distance parcourue & psrtir du point de depart: 4 cm)‘; Lys =, lysine (distance parcourue 
& partir du point’de depart: 9.5 cm); Orn = ornithine (distance parcourue & partir du point de 
d&part : x I .5) ; His a= histidine ; M-His = mdthylhistidine ,(distance parcourue B partir du point 
de d6part : 16 cm) ; la carnosine ne se &pare pas du groupe histidine-mdthylhistidine; W-Arg = 
homtiarginine (distance parcourue B pirtir du point de dgpart: 3 cm). Euz Izazci: SOparation du 
mOlange arginine-lysine-histidine (cas d’un hydrolysat total). A u milieu: Sdparation du melange 
arginine-lysine-ornithine-histidine et m&hylhistidine (cas frdquent d’un melange d’acides amin& 
basiques d’un milieu biologique). En bas: s&paration du melange homoarginine-arginine-lysine- 
histidine (cas d’une protdine partiellement guanidylde oh la lysine est transformee en homoarginine). 

de la tyramine*, des peptides & caractke basique tels que la carnosine et l’anshrine; 
elle peut comporter eventuellement de l’acide y-aminobutyrique provenant d’une 
r&up&ation trop large de la bande des acides aminks basiques. 

La pr&ence &er$ueile de la glucosamine et de’la tyramine peut Qtre d&ermin$F, 
par une chromatographie bidimerkionnelle classique (voir plus haut paragraphe G I)., 

Mais de tout& faGon l’&lectrophor&se & pH 11.7 ne permet pas de &parer l’histidine de 
la m&hylhistidine. 

3. &~ctrqhrkse ,d pH 6.5 

Le problbme de la sCparation de l’histidine et de la mhthylhistidine peut &re 
r&olu par une &.lectrophor&se pratiquee en tampon volatil de pH 6.5 (pyridine-acide . . 
ac6tiqueYeku (zoo: 8: 1792)) dans un appareil en V renv&& de grandes dimerkions, 
sur du papiei- Whatman ,,Nq. I, pendant 15 h, :sous un potentiel de ,409 Vi le &Spat 
&ant. effectuh. ZL ~5.5 cm du .bord &tliddique. de 
,, . 

.’ ., ” 
* La glucosamine peut empidter sur l’arginine, et la 

,, .,’ . . 

la feuille et le papier 6tant place de 
:. :‘. ..: 

tyramine sur la lysine. 
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dimension dans l’ammoniaque I N et dans_ un tampon borax 0.05 A!‘--soude 0.05 N 
de pH IO en seconde dimension), les couplages ‘!&ctrophorese a ~1-1 11.7 ou 2~ pH 6.5 
en premike dimension et chromatographie dans le solvant butanol-acide acetique- 
eau en seconde”, peuvent quelquefois permettre une separation intkressante de 
composes & comportement basique. 

H. DISCUSSION DE LA M$TI-IODE 

Nous ne pouvons comparer la methode d&rite a celle de GRASSMANN, HANNIG ET 
PLij, CICL14, qui consiste d’une part en une 6lectrophorese continue A. pH 3.9 et d’autre 
part en une chromatographie unidimensionnelle des acides amines neutres et basiques, 
soit dans un solvant phk-iolique, soit dans le solvant butanol-acide acetique-eau. Si 
le procede de GRASSMANN pr&ente un pouvoir rdsolutif satisfaisant pour l’etude d’un 
hydrolysat total de proteine, sa spkificit6 est cependant trop limitee pour les milieux 
biologiques compleses. 

11 est egalement difficile de comparer notre mode op&atoire aus methodes 
d’electrophor&se & haut potentiel, dont le pouvoir de. resolution est t&s grand, mais 
dont les difficult& techniques sont importantes; rappelons qu’aucune des &apes 
successives que nous preconisons n’exige d’electrophorese sous un potentiel elev& 

La discussion portera. done surtout sur les methodes d’electrophor&se bidimen- 
sionnelle et les autres couplages electrophor&se-chromatographie actuellement dbcrits. 

Les mkthodes d’electrophorese bidimensionnelle les plus connues sont celle de 
DURRUM~ (electrophorese en tampon borate 0.02 M de pH g sur une bandelette 
6troite et electrophorkse en milieu acide acetique 0.25 N de pH 2.7), celle de MEADSI 
(electrophorbse en tampon phtalate 0.02 M de pH 2.5 et Blectrophor&se en solution 
ammoniacale de pH 11.6) et celle de WIIITEHEAD*~ (Blectrophorbse en milieu acide 
acbtique I N en premiere dimension et en borate de sodium 0.025 M de pH 9.2 en 
seconde dimension). Elles ne presentent aucun avantage sur le mode operatoire que 
nous proposons et elles ne sont pas sans inconvenients. Dans la methode de DURRUM, 
les acides amines basiques sont perdus ; dans celle de MEAD, si la ,rdsolution des acides 
amines basiques est t&s satisfaisante, celle des acides a longue chaine et dcs compos&s 
a caractere acide l’est beaucoup moins; dans celle de WHITEHEAD, la valine et la 
leucine ne sont pas separkes. 

Un certain nombre de couplages Blectrophorkse-chromatographie ont 6tb publies; 
notamment par DURRUM~, .VERHELLE ET MERLEVEDE*~, HONEGGER~~, KICKI-I~~FEN 
ET WESTPHAL~~, B&ASS, LECOMTE ET POLONOVSKI~, GEI~LAXHE ET RENARD~~, MONNIER 
HUGUET ET GRAD*, LI et COU.~~, .I<NAUFI- q20, WAGNER*‘. Le principe est toujours 
sensiblement le ‘meme : Blectrophonke le plus souvent en milieu acide et chromato- 
graphie unidimensionnelle en general dans un solvant ,butanolique acide. ,. ” 

Citons par exemple les ,couplages de GERLAXHE ET RENARI~: 6lectrophorBse A, 
pH 2.4 et chromatographie dans le solvant butanol-acide formique & $%-eati 
(77 : 15 :.8) ; electrophorese A. pH 1.1.6 et chromatographie dans le solvant butanol-acide 
formique-eau ; chromatographie en phenol. tampon& ,A pH 5.6 et ’ Blectrophorese en 
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tampon phosphate de pH 5.6 de force ionique 0.025 ; celui de. KICKI-I~FEN ET WEST- 
PI-IAL26: Blectrophorese & haut potentiel (70 V/cm) a pH I.9 en milieu acide acetique 
2 N et chromatographie dans le melange pyridine-acide acetique-eau (50 : 35 : IS) ; 
celui de HONEGGER~~: Blectrophorese en tampon citrate.o.1 M de.pH 3.8 et chromato- 
graphie ascendante dans le solvant ut-butanol-ethanol-eau-acide acetique (8: 4: 3 : I) ; 

celui de KNAUFF~~ : 6lectrophor&se a haut potentiel (80-100 V/cm) dans un tampon 
acide fumarique-acide acetique de pH 1.9 et chromatographie dans le solvant butanol- 
acide acetique-eau (4: I :5); celui de LOCI<NART ET ABRAHAM~~ et de LI. et ~011.28: 
electrophorese a pH 7 dans un tampon collidine-acide acetique-eau et ‘chromato- 
graphie dans le solvant butanol-acide, acetique-eau ou butanol-acide acetique- 
pyridine-eau (30 : 6 : 20 : 24). 

Dans le cas d’un hydrolysat total, les separations obtenues par ces procedes sont 
satisfaisantes et nettement, superieures & celles de la chromatographie bidimension- 
nelle. Au tours ‘de la mise au point de notre methode, nous avons 8te amen&s a choisir 
dans.la liste qui precede les tampons et les systemes solvants les plus efflcaces. D’autre 
part, dans des couplages .de cet ordre, il ne semble pas indispensable d’employer 
l’electrophorese & haut potentiel: c’est ainsi que les rbsultats que nous obtenons pour 
.la s&aration des composes neutres avec l’electrophorese ft pH 2.4 & potentiel relative- 
ment’ bas sont comparables a ceux de l’blectrophorese ,& haut potentiel (70 V/cm) a 
pH I.9 suivant KICKI-I~FEN ET WESTPHAL~~. : 5 

Pour les milieux biologiques complexes, les couplages p&&dents ne permettent 
qu’une resolution partielle des problemes poses; le chevauchement des composes 
neutres et acides, la perte frequente des composes basiques, constituent souvent des 
inconvenients majeurs dans les mdthodes qui ne comportent qu’une seule &ape. C’est 
pour obtenir le maximum de selectivite que nous’ avons propose un mode operatoire 
en plnsieurs &tapes, en retenant notamment un fractionnement de base simple de l’en- 
semble et en etudiant ensuite plus specialement la separation des compos& neutres, 
acides et basiques. Notre combinaison de. methodes presente alors une souplesse plus 
grande et peut s’adapter a la plupart descas. Bien que longue, elle n’est jamais.fas- 
tidieuse et son application aux urines, aux tissus animaux, nous a don& toute 
satisfaction. 

Les auteurs ddcrivent un couplage de methodes electrophordtiques et chromato- 
graphiques classiques applicable a l’etude des acides amines et de leurs formes com- 
bin&es dans les milieux biologiques complexes, ainsi qu’& la separation des oligo- 
peptides. Les &tapes essentielles sont les suivantes: fractionnement de base. par 
Blectrophorese en tampon volatil de pH 3.9; couplage bidimensionnel .‘comp,ortant 
une Blectrophor&e a pH 3.9 et une chromatographie dans ,le solvant butanol-acide 
acetique-eau (composes acides et composes faiblement basiques) ; couplage bidimen- 

w sionnel comportant, une Clectrophorese a pH 2.4 et une chromatographie dans le ,,, 
“‘*‘. solvant butanol-acide acetique-eau apres elution automatique’ des comp,oses n&t&s 

prealablement s&pares par le fractionnement de base & pH 3.9; Blectrophorsee & pH 
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11.7 et 5. pH 6.5 aprbs Clution automatique des composes basiques prealablement 
separes par le fractionnement de base % pH 3.9. - 

Le pro&de reste commode et d’une execution relativement facile; il ne necessite 
qu’un appareillage simple et peu coateux. 

SUMMARY 

The authors describe a combination of electrophoretic and classical chromatographic 
methods, which can be used for investigating free amino-acids or amino-acid com- 
pounds in complex biological material, as well as for separating oligopeptides. The 
essential steps in this procedure are the following: preliminary ,fractionation by 
electrophoresis in a volatile’ buffer of pH 3.9; a two-dimensional combination of 
clectrophoresis at pH 3.9 and chromatography in the solventbutanol-acetic acid- 
water (acid and weakly basic, compounds) ; a two-dimensional combination of electro- 
phoresis at pH 2.4 and chromatography in the: solvent butanol-acetic acid-water, 
after automatic elution of the”neutral compounds separated by the preliminary 
fractionation at pH 3.9; electrophoresis at pH 11.7 and at ,pH 6.5 after automatic 
elution of the basic compounds separated by the preliminary fractionation at pH 3.9. 

The method is convenient and comparatively easy to carry out; only simple and 
inexpensive apparatus is required. 
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