
542 NOTES 

Proc6dt5 de chrQma~a=dlectrophar8se permettant 
d’obtenir la &paration des dinitraph6nyl-aminoacides hydrosolubles 

Si les procedes chromatographiques Is2 d’identification des DNP-aminoacides* etlzdro- 
solubles sont parfaitement au point, il n’en est pas de m&me de ceux qui peuvent 
s’appliquer & l’analyse des DNP-aminoacides hydrosolubles. Ainsi la caracterisation 
de ces derniers Btait, jusqu’ici, une operation analytique ddlicate malgre les nombrcuses 
methodes de chromatographie proposees** . Cette analyse est souvent rendue difficile 
par suite de la presence d’un grand exces de l’un des DNP-d6rives (e-DNP-lysine) et de 
nombreus artdfacts color-es. Le seul pro&de d’analyse satisfaisant &sit l’electropho- 
r&se sur papier & une dimension dans l’ammoniaque N3. Au tours de l’emploi de ce 
procede, nous avons ete amen5 & essayer un certain nombre d’amines volatiles ou 
d’electrolytes alcalins non volatils qui peuvent &re avantageusement utilises 5, la place 
de l’ammoniaque. Nous nous proposons de donner ici les positions des DNP-amino- 
acides hydrosolubl.es et de quelques artefacts dans un systeme de chromato-electro- 
phorese. 

Dans les diagrammes de la Fig. I, donnant les positions des taches de DNP- 
aminoacides, la I-&e dimension (feuille, 39 x 46 cm, de papier Whatman No, 20) du 

TABLEAU I 

DISTANCZS (d) ENTRE LES TACHES D’ CC-MONO-DNP-ARGININE ET D’G-MONO-DNP-LYSINE APR$S 
tiLnorR0~I-10RBsn DANs DIVERS SLRCTROLYTRS ALCALINS~ 

&ectvolyics Dislatrcc A 
(CW 

Tcmps vozts WA 

: Borax 0.025 M (PM M 5.92) I.4 4h 20 425 Diethylaminc 0.025 4.7 4h 25 442 12.2 9.2 
: Triethylamine 0.25 0.25 M M 5:: 4h 

Ammoniaque 4h 
20 20 442 

430 
11.2 5.8 

7 Verona1 sod6 a 0.5 % (pH 0.0025 9.8) M 0.7 4h Phosphate trisodique 30 30 428 4h 448 9.2 5.8 
g Acidc acetique (0.2 M), Ammoniaque @H 7.55) A:; 4h IO 432 9.6 
h Bicarbonate d’ammonium 0.02 M 1.1 3h 3I 432 9.2 
i Diethylamine 0.05 M 4.3 4h 20 445 11.5 

a l?lectrophor&ses realisees dans un appareil en toit type DURRUM” pour feuille, 39 (largeur) 
x 46 cm, de papier Whatman No. 20; ligne de repartition des substances a II cm de l’extremit8 
“catodique” de la feuille; g&i&-ateur de tension muni d’une valve 5 2 3 (350 x 350 VcfT), filtre en 
1~; resistance de IOO,OOO ,cE branchee en parallele avec la cellule d’electrophortise % la sortie du 
generateur. 

chromate-electrogramrne (pre-equilibre pendant 4 h dans une cuve de 105 I avec E;OO ml 
d’ammoniaque 0~8 N) a 9th developpee (24 h), avec ecoulement continu du solvantr 
toluene-chloro-z ethanol-pyridine-o.8 N ammoniaque (150 : go : 45 : go) (prepare 4 h 
avant emploi et filtre). Ainsi la tache de dinitroaniline est sortie du chromatogramme, 

* AbrOviations: DNP i= radical 2,4-dinitrophenyl; c+Arg = a-mono-DNP-arginine; CySCM = 
DNP-S-carboxym&hylcystdine (“marqueur”) ; CySO,H = acide DNP-cyst&clue; DNPOH = 
dinitrophenol (“marqueur”) ; a-His = cc-mono-DNP-histidine; di-His = di-DNP-histidine; H, I 
trace de produit non identifi6; cc-Lys = cc-mono-DNP-lysine; E-Lys = s-mono-DNP-lysine ; worn = 
cz-mono. DNP-ornithine ; &Orn = d-mono-DNP-ornithine ; S,, S,, S, = art&facts issus de la S- 
mono-DNP-cyst&no; Taur = DNP-taurine. 

l * Pour une revue voir ref. 3. 
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Fig. 1. Diagrammcs dormant lcs positions clos taches des DNP-aminoscidcs hydsolubles et de 
quolques art6facts, apres chromate-elcctrophor&se. I 4re dimension : chromstographie (conditions 
op&atoires indiqu&s dans le texte) ; z&me dimension: Oleckophor&vae (duree : 4 h 20 min ; conditions 
opkatoires indiquees dans Ic Tableau I) avec les &lectrolytes du Tableau I : a en A, b en B, c en C: 
d en D ; en traits interrompus : positions des substances apres chromatographre; taches hachurdcs . 

position de “marqueurs ” facilitant les identifications, 

celle de la di-DNP-histidine se situe a 4-6 cm de l’extrkmit8 de la feuille et celles des 
DNP-aminoacides se trouvent &parties en 5- 6 groupes sur une ligne placQe 2~ IX cm 
du CM& catodique. Le chromatogramme set est dispos& pour l’&ctrophorGse, en 

. . 
seconde dimension, dans les Clectrolytes dont la composition est m&quee dans le 
Tableau I. 

Comme on peut le voir dans le Tableau I et dans les diagrammes de la Fig. I, le 
meilleur syst8me est celui qui utilisc la di&hylamine 0.025 M comme &ctrolyte pour 
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1’6lectrophor&3e en z&me. dimension. 133 seul inconvenient de ce pro&de cst la clifficultk 
de mettre en Bvidence les aminoacides non substitues, par la reaction a la ninhydrine, 
B cause de l& presence de substances donnant une reaction positive A la ninhydrine 
dans les arnines volatiles utilisdes et de l’esistence d’une large bande d’dthanolamine 
formee au tours du developpement chromatographique en I-&e dimension*, Sur les 
diagrammes de la Fig.,1 ont et& indiqudes les positions des art&facts (S,, S,, S,) issus 
de la decomposition de la S-mono-DNP-cysteine” * . Les deus produits d&iv& princi- 
paus Sz et S, sont indistingables, par ce pro&d& d’analyse, respectivcment de la N,N’- 
di-DNP-cystine (pour S,) et de la N,S-di-DNP-cysteine (pour S,). 
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* Cette niise en Oviclencc est facile sur les chromate-6lectrogramines dalis6s avcc le systbme: 
1z-~uttanol-clibthylsminocitl~anol-eau (So: 5: 15) puis di~fhylamino6tl~anol 0.025 M. 

Produit pr0par6 b ~1-1 5.2 scion r6f. 5 et clonnant une sct~lc tache, trtis clistinctc dc ccllc clc la 
N,N’-cli-DNP-cystinc et de la N,S-cli-DNl?-cystdnc, par chrornatographie clans lc syst0mc wbuta- 
nol-nciclc ac&iquc-eau (70 : 7 : 23) puis phGno1 satur6 cl’cau; notons clue la S-morio-I1)NP-cystdinc 
est unc substance peu stable. 
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An effect of the sample pW on the separation of phosphates by ian- 
exchange chromatography* 

Ion-exchange separation of the acid soluble organic phosphates of protein-free tri- 
chloroacetic acid extracts of milkl showed in preliminary studies that inorganic ortho- 
phosphate was eluted as two peaks if the pW of the estract was 4. If the pH of the ex- 
tract was adjusted with ammonia to 6.4, the first peak decreased in area while the 
second increased. 

These observations indicated the elution of inorganic phosphate from the ion- 
exchange resin was dependent on the pH of the sample put on the column, and that 
orthophosphate could, under certain circumstances, behave as two distinct com- 
pounds. Since the effect to our knowledge has not been the subject of previous in- 
vestigation, this note appeared to, be worthwhile. 

Potassium dihydrogen phosphate (41 mg) containing IO mg of phosphorus was 
dissolved in IO ml of water. The solution (~13: 4.7) was charged to a 25 x I cm Dowex 

* From the Ph. D. thesis of the author, Massachusetts Institute of Technology. Contribution 
No. 555 from the Department of Nutrition and Food Science. 
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