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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 IO 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 concentration in 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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Compartement de peptides de I’acide rneso-cc,&‘-diaminopim6lique 
au CQUYS de leur chromatographie sur papier” 

RHULAND et aZ.l avaient constat que l’acide ec,ol’-diaminopimelique, apres chromato- 
graphie sur papier dans un m&lange methanol-pyridine-acide chlorhydrique IoN-eau 
(80:10:2.5 :17.5, v/v) se differencie des autres acides amines de deux man&es: 
d’une part, il donne, avec la ninhydrine, une coloration vert-olive qui vire avec le 

* q&me Communication sur les peptides dc l’acide a,&-diaminopim&iquc; 3bme communication, 
voir r&f. 4. Cc tcxte a fait l’objet d’une Communication & la Reunion du Groupe d’l?tude de la 
Chromatographie dc la SociOtB Chimique de France, le 31 mai 1963. 
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temps en jaune et, d’autre part, il se d&double en deux taches distinctes, l’une cor- 
respondant a la forme DD et l’autre & son antipode LL, la forme meso aynnt le mSIme RF 
que la forme DD. 

On peut se demander si l’on retrouve chez les peptides de l’acide cc,cc’-diamino- 
pimelique cette m&me particularite de l’acide libre au tours de leur chromatographie 
sur papier. 

L’obtention des ,divers peptides de l’acide wzeso-a,&-diaminopimelique (wzeso- 
DAP) soit par synthbse chimique2, soit par l’action de peptidases sur des peptides 
synthetiques314 nous a donne l’occasion d’btudier leur comportement chromato- 
graphique. Dans le Tableau I nous avons r&sum& les constatations concernant les 
colorations obtenues avec la ninhydrine pour un certain nombre de ces peptides. 
.D’apres ces resultats, l’apparition d’une coloration verte est caracteristique (i) de la 
presence sous forme non substituee des deus fonctions a-amine du DAI? et (ii) de la 
presence d’au moins une fonction carbosyle libre, la seconde pouvant etre substituee. 

L’inter6t pratique de ces constatations est Evident pour la caractdrisation des 
peptides du meso-DAP que l’on obtient par hydrolyse acide partielle d’une chaine 
peptidique provenant par exemple de la paroi bacterienne d’Esclzericlzia co& et de 
Mycobactehm tzcbercztZosis”-7: en effet, il suffit d’effectuer une chromatographie de 
ces peptides dans le melange de RHULAND et al.’ pour dkeler, apres coloration a la 
ninhydrine, la presence Bventuelle, parmi eus, de peptides ayant en position N- 
terminale le meso-DAP, &ant entendu clue les deux fonctions amines sont likes et 
une des fonctions carboxyles impliqu6e en liaison peptidique. 

Dans le Tableau II nous avons indiqu6 les valeurs des XI;~ apres chromato- 

TABLEAU I 

COLORATION A LA NINHYDRINE AI’Rlh Dlh’ELOPPEMENT DANS LE MltLANGE : MhTHANOL-I’YRIDINE- 

HC1 ION-EAU (80:X0:2.5: 17.5) 

F&N-?I~-COOH 

(y-w3 vcrt-olive + jaunt 

H,N-CH-COOH 

H,N-&I-COON vert-olive 

&I& 

H,N-LH-CO-Y 

4 

jaunt 
D 

1-12N-&-CO--Y 

&I,)3 Jiolettc 

H,N-&H-CO-Y 
D 

-NH, 

Y= L-Ala, 

a-t-Glu-D-Ala 

H,N-?I-I-COOH 
‘a= 2 

(YHz),, 
I 

violetk 

H,N-CH-COOH “= 4’ 

-.- 

I-&N-&-I-COOH 

vio1cttc &)3 

X-I-IN-&-I- COOH 
D 

X-I-IN-;H-COOH 

(~Ha)a violette 

X-HN-AH-COOH 
D 

L-Ala 

x= 

a-L-Glu 
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TARLEAU II 

VALEURS DES IZp Dh~s LE hn?LANGE RF~ULAND et al. (WEIATP~AN NO. I) 
. ._...-_-- 

I-&N-&I-COO&I I-I,N-&I-COOI- 
L 

&I,), * 

I-I,N--&3-COOI-I 

(k),, 

H,N-71I-COOI-I 

I-I,N-CkI-COOH 

y,hl 

H,N-CI-I-COOH 
13 D L 

DD-DAP ct: meso-DAl?=o.24 I-L-DhP=o.30 

I-I&T-:I-I-CO-NI-I-&COOH 

I 

H,N-&I-CO-NH-&I-COOH 

I 
CI-I, (CI-I,), 

&I;, I 
(CI-I,), 

I-I,N-&I-CO-NH-CH-COO13 
I 

F&N-&-CO-NH-W-COO W 

bis-(D-Ala)-mcso-DAP=o.Go bis-(L-Ala)-meso-DnP=o.Go 

I-I&H-CO-NH-&I-COOH 

I 
uw, &-I, 

H,N-;I-I-CO-NH-&--COOH 

I 
Gw 3 &I, 

H,N-CM-CO-NI+;I-I-COOI-I 
I 

l&N-CH-CO-NH-&-COOH 

meso-DAP-bis-(I>-Alc?.)=o.55 nzeso-DAP-bis(L-Rla)=o.GS 

graphie dans le melange precedent de qustre peptides du gqzeso-DAI? et de la D- et L- 

alanine, deux & deus Bnantiomorphes; B titre de comparaison sont don.nes aussi les 
Rp des trois formes du DAP libre. On constate que les deux peptides Bnantiomorphes 
ayant les deux fonctions amines du DAP libres migrent avec des vitcsses diff&entes 
et que le peptide wzeso-DAP-bis-(L-alanine) possede un Rp plus grand que son antipode 
wzeso-DAP-bis-(o-alanine). Cette difference de RF est comparable a celle que l’on 
observe entre les formes DD et LL du DRP libre. 
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