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blue (if alkaline) on a dark background. The effect of the dimethyl sulfoxide seems to
be to intensify weak spots by preventing adsorption of minute amounts of the benz-
oxazole on the paper (which quenches the fluorescence); it can be replaced by other
slightly volatile solvents such as ethylene glycol but not by formamide. Sensitivity
varies for various phosphate esters but is of the order of 10 nanomoles of P. If the
concentration of benzoxazole is halved or that of ferric ion is doubled the fluorescence
of both background and spots is reduced but there is no striking change in sensitivity.

The reaction also detects many other ferric-complexing compounds (such as citric
or malic acids) in the 10-100 nanomole range. Heavy metals (such as copper, nickel
and cobalt) and substances that absorb long-wave ultraviolet light strongly or quench
the benzoxazole fluorescence (such as dinitrophenyl derivatives of amino acids) may
show as black spots on the dark blue background. The lack of specificity makes the
reaction useless with complex mixtures, and we have applied it primarily to charac-
terize spots which have been through at least one purification step?. It is also useful in
identifying traces of phosphate esters labeled with 14C or 32P; larger amounts of known
phosphate esters are added and spots detected .with the benzoxazole reagent, and if
radioactivity coincides with one of the known spots in several chromatographic or
ionophoretic separations the radioactive material is tentatively identified.

The very low reagent concentrationin the benzoxazole reaction facilitates recovery
of spots from paper. They can be cut out, washed with acetone to remove reagents,
extracted in water and run in other solvent systems or subjected to microcolorimetric
analysis for phosphate. It is also possible to apply other reagents, such as ninhydrin, to
ferric-benzoxazole-treated chromatograms or ionograms without serious interference.
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Comportement de peptides de I’acide meso-a,a’-diaminopimeélique
au cours de leur chromatographie sur papier™

RHULAND ¢t al.! avaient constaté que I'acide «,«'-diaminopimélique, aprés chromato-
graphie sur papier dans un mélange méthanol-pyridine-acide chlorhydrique 10lN-eau
(80:10:2.5:17.5, v/v) se différencie des autres acides aminés de deux maniéres:
d’une part, il donne, avec la ninhydrine, une coloration vert-olive qui vire avec le

* 4¢éme Communication sur les peptides de I'acide «,&’-diaminopimélique; 3¢me communication,

voir réf. 4. Ce texte a fait 'objet d’'une Communication & la Réunion du Groupe d’'Etude de la
Chromatographie de la Société Chimique de France, le 31 mai 1963.
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temps en jaune et, d’autre part, il se dédouble en deux taches distinctes, 'une cor-
respondant a la forme DD et 'autre a son antipode LL, la forme m¢so ayant le méme Rp
que la forme DD.

On peut se demander si ’on retrouve chez les peptides de 'acide «,«’-diamino-
pimélique cette méme particularité de l'acide libre au cours de leur chromatographie
sur papier.

L’obtention des ‘divers peptides de l'acide meso-«,&'-diaminopimélique (meso-
DAP) soit par synthése chimique?, soit par 'action de peptidases sur des peptides
synthétiques®* nous a donné l'occasion d’étudier leur comportement chromato-
graphique. Dans le Tableau I nous avons résumé les constatations concernant les
colorations obtenues avec la ninhydrine pour un certain nombre de ces peptides.
D’aprés ces résultats, ’apparition d’une coloration verte est caractéristique (i) de la
présence sous forme non substituée des deux fonctions a-amine du DAP et (ii) de la
présence d’au moins une fonction carboxyle libre, la seconde pouvant étre substituée.

L’intérét pratique de ces constatations est évident pour la caractérisation des
peptides du meso-DAP que 1'on obtient par hydrolyse acide partielle d’une chaine
peptidique provenant par exemple de la paroi bactérienne d’Escherichia coli et de
Mycobacterium tubervculosis®=7: en effet, il suffit d’effectuer une chromatographie de
ces peptides dans le mélange de RHULAND e# al.r pour déceler, aprés coloration a la
ninhydrine, la présence éventuelle, parmi eux, de peptides ayant en position N-
terminale le meso-DAP, étant entendu que les deux fonctions amines sont libres et
une des fonctions carboxyles impliquée en liaison peptidique.

Dans le Tableau II nous avons indiqué les valeurs des Rp aprés chromato-

TABLEAU I

COLORATION A LA NINHYDRINE APREES DEEVELOPPEMENT DANS LE MELANGE! METHANOL—PYRIDINE—
HCIl 1oN-gAU (80:10:2.5:17.5)

I-IaN-—C",I-I—COOH H,N—CH—COOH _ _ _
(CH,), vert-olive - jaune ((|3H2),, } violettc
H,N—CH—COOH H,N—CH—COOH "%
L I
H,N—CH—COOH vert-olive HQN——CIZH-—COOI-I
((|:1~12)3 { ((131-12)3 violette
H,N—-CH-CO-Y jaunc X—HN—CH—-COOH
D D
L ' L
H,N—CH—CO--Y X——I—IN—-—?H—COOH
(CH,), violette ((lle)a violette
H,N--CH—CO—Y X—~HN—-CH—-COOH
D D
—NH, L-Ala
Y= I.-Ala, X=
a-1.-Glu-p-Ala x-L-Glu
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TABLEAU 11
VALEURS DES Ji; DANS LE MELANGE RHULAND éf al. (WHATMAN NO. 1)

D L L
I-I.aN—? H—COOH I-IzN——CII-I—COOH HyN—CH—-COOH
(C|}Ia)3 * (Cl‘I'Iz),, ((I'-Hz)a
H,N--CH-COOH H,N—CH-COOH HyN—-CH—COOH
D D R
w v —
DR-DAP ct meso-DAP=0.24 LL-DAP=o0.30

D L L L
HyN—CH-—-CO—NH~CH—-COOH I—I2N~(llH——CO—NI-I—-CH—-—COOH

CH, (CH,), CH, (CH,)s

D L
I-I..:N——C'lI-I—CO——NH——CI-I—-COOI—I I‘IzN—C‘ZH—CO—NI—I-CH—COOH

CH, P CH, b

bis-(p-Ala)-meso-DATP=0.60 bis-(L-Ala)-meso-DAP=0.60

L D L L

I'IaN—CI—I-—CO——NI-I--(lll-I——COOH H,N—CH—-CO—NH-— (IZH—- COOH
(CH,) CH, (CHy), s
D | L

H,N—CH—-CO—-NH~CH—-COOH HaN—CH-——CO—NH——-CllI-I—COOH

P CH, P CH,

meso-DAP-bis-(p-Ala)=0.58 meso-DATP-bis(L-Ala}=0.68

graphie dans le mélange précédent de quatre peptides du meso-DAP et de la D- et L-
alanine, deux a deux énantiomorphes; a titre de comparaison sont donnés aussi les
Ry des trois formes du DAP libre. On constate que les deux peptides énantiomorphes
ayant les deux fonctions amines du DAP libres migrent avec des vitesses différentes
et que le peptide meso-DAP-bis-(L-alanine) posséde un Ry plus grand que son antipode
meso-DAP-bis-(D-alanine). Cette différence de Rp est comparable & celle que l'on
observe entre les formes DD et LL du DAP libre.
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