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SUMMARY 
‘) 

Gas chkomatography of nitriles. II. Afiplication to the identiJication of isomeric a-amino 
acids. 

A method is described for the gas chromatography of isomeric amino acids as 
their nitrile derivatives. Good separations of two C,, three C, and four C, isomeric 
amino acids were obtained on a column of FFAP. 

INTRODUCTION 

En. vue de la recherche d’une m&hode g&&ale d’analyse par chromatographie 
en phase gazeuse de melanges d’acides amines, SWERIN ET RENARD~ ont etudie 
l’action de l’hypochlorite de soude. Les acides amines ont et& trait& par une solution 
d’hypochlorite en exces a la temperature de 60” en presence d’un tampon S pH 10.8. 

‘,’ Dans ces conditions’ et contrairement aux etudes entreprises par ENGFELD~ et 
par BAYER~, il ne se’forme pas d’aldehydes. En effet, l’analyse de l’extrait &here du 
melange reactionnel acide amin&NaOCl par chromatographie en phase gazeuse 
utilisant 1’Huile de Silicone 550 (Carlo Erba) comme phase stationnaire, montre la 
prkence d’un pit important pour chaque acide amine test& mais le volume de reten- 
tion ‘de ce pit ne correspond pas a celui se rapportant a l’aldehyde en C,+i correspon- 
dant. 

L’emploi conjoint de la chromatographie gazeuse et de l’analyse qualitative 
organique a permis de conclure sans aucun doute que les produits form& dans ces 
conditions sont les nitriles en C&i. Les resultats obtenus lors de cette etude ont Bte 
confirm& presque en m&me temps par MCGREGOR ET CARPENTERS qui travaillaient 
en prksence d’hypobromite de sodium. 

Dans le cadre ,de nos travaux sur les acides aminds libres des plantes et en 
particulier lors de la determination de la structure de l’acide &)-z-amino s-methyl 
+hex&nofque6 que nous avons isolk d’un champignon, Leucocortinarius bulbigcr, nous 
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avons Bte amen& a synthetiser et & etudier la separation de quatre acides amines 
isomeres en C, a savoir les acides DL-z-amino heptanoique, z-amino 3-methyl hexa- 
noi’que, z-amino 4-methyl hexano’ique et z-amino s-methyl hexanoyque. 

La chromatographie sur papier et sur couche mince, generalement utilisee 
pour l’etude des acides amines, ne nous ont pas permis la separation de ces differents 
isomeres malgre des essais avec plus de trente paires de solvants. La transformation 
de ces acides amines en nitriles et l’examen de ceux-ci par chromatographie en phase 
gazeuse s’est revelde t&s interessante pour l’identification des acides amines d’un 
melange aussi complexe. 

PARTIII BXPtiRIMENTALE 

En plus des quatre acides amines en C,, nous avons 6tudid la separation de 
deux groupes d’acides amines isomeres qui se &parent difficitement par chromato- 
graphie sur papier et sur couche mince. Ce sont la DL-valine et DL-norvaline ainsi que 
la DL-leucine, DL-isoleucine et DL-norleucine. 

Les acides amines sont des produits Mann, qualite MA except6 les quatre 
acides amines en C, clue nous avons synthetises. 11s sont tous chromatographique- 
ment purs. 

SyntlaBse des acides amine’s en C, 
Nous avons adapt& la methode g&&rale d’ALBERTSONU utilisant l’acetamido- 

cyanoacetate d’bthyle. L’alkylation a ete effectuee en chauffant a reflux dans l’alcool 
absolu, le se1 de sodium de l’acetamidocyanoacetate d’ethyle avec 10% en exces de 
l’halogenure d’alkyle correspondant. Les esters obtenus ont 6te hydrolyses en acides 
amines par chauffage en milieu acide sauf pour l’ester du z-amino 3-methyl hexanoY- 
que qui a Bte hydrolyse en milieu basique. Les acides amines ont 6th precipites par la 
pyridine ou s&pares par passage sur &sines Bchangeuses d’ions. 11s ont etb recristallises 
dans un melange eau-ethanol. 

Prkparation de nitriles ci fiartir d’acides amirtts 
A 3 mg d’acide amine, on ajoute 4 ml de tampon Q pH 10.8 et 5 ml d’une solu- 

tion commerciale d’hypochlorite de soude. On laisse le melange reactionnel reagir 
pendant 4 h a 60” au bain-marie en prenant soin d’agiter Bnergiquement la solution 
tous les quarts d’heure. On refroidit alors rapidement a o” et on extrait avec 3 x IO ml 
d’ether. L’extrait &her& est sciche sur sulfate de magnesium anhydre et ensuite 
&vapor& a faible volume (& I ml). Afin de minimiser lcs pertes en nitriles, on utilise 
une petite colonne & anneaux de Raschig. Une prise d’essai de I ‘~1 est alors analysee 
par chromatographie en phase gazeuse. 

S&aration claromatograj&iquce des nitriles 
Les nitriles ont et4 &par& par chromatographie en phase gazeuse sur la base 

des resultats obtenus precedemment sur des colonnes de FFAP, Porapak R-FFAP 
et Silicone Xl? II50 7, Nous avons en plus effect& la separation des nitriles derives 
d’acides amines en isothermie sur une colonne de FLAP. Les conditions de travail 
pour cette analyse sont les suivantes : 
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Appareil: Aerograph Moduline 1520 

Colonne : inoxydable, z m x 1/S in. 
Support: Chromosorb W, regular, 60-80 mesh 
Phase stationnaire: FFAP 16% ; poids de phase: 3.2 g 
Tempkatures : d&ecteur, 145” ; injecteur, 205~ ; colonne, 65” 
Gaz .ve+eur et d8bit: N2, 30 ml/min 
DBtecteur : ionisation de flame; H,, 30 ml/min 
Enregistreur : Graphispot, 12 mm/min 

TABLEAU I 

VOLUMES DE RtiTENTION (I’d) DE NITRILES DlhIV$S D’ACIDES AMINI& 

Acides amin& Nitriles en C,,-l Colonnes . 
correspondants - 

FFAP, FFAP. Pouapalz Silicons Nat~ile de 
temp. isotkevmie R -t_ XF Silicone 
program- FZA P’ rr50a 550 (Carlo 
mke7 Erba)’ 

__ 

Valine 
Noriraline 
Isoleucinc 

Leucinc 

Noducine 
z-Amino 
3-mdthyl hoxatio’iquc 
2-Amino 
4-m&hyl hexanoYquc 
2-Amino, 
g-m&hyl’hexanoYque 
2-Amino ‘heptanoIque 

,, 

Isobutyronitrile 
Butyronitrile 
2-Methyl 

butyronitrilc 
3-MOthyl 

butyronitrile 
Pentanenitrile 
2-Mgthyl 

pentanenitrilc 
3-Mdthyl 

pentanenitrile 
4-MOthyl 

pentanenitrile 
Hexancnitrile 

94 1x3 284 190 100 
I59 I94 336 317 156 

182 406 150 

184 225 427 
270 298 472 

240 338 

326 41.5 

340 
395 

440 
593 

535 

576 

zz 

337 213 

383 241 
480 365 

480 

539 

555 
605 

* Sdparation sur la colonne No. 67. 

‘mv 

I I I 
25 

I I 
20 15 10 5 t(min) 

, 
65O : : 

I 
Temp 65” 

Fig. I+ Sdparation d’acides aminds sous forme de nitrilcs sur unc colonne de FFAP en isothcrmie. 
3 ? z-methyl propionitrile ; 4 = butyronitrilc ; 5 = 2-methyl butyronitrilc; 6 = 3-mbthyl buty- 
ronitrilc ; 7 = pdntanc&trile ; 8 = 2-mdthyl pcntanenitrilc; 9 = 3-methyl pentanenitrile; IO = 
4-methyl pentancnitrile; I I = hexanenitrile. 
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Les volumes de retention obtenus avec les nitriles sur FFAP en isothermie, 
FFAP en temperature programmee, sur Porapak R-FFAP et sur Silicone XF 1150 

sent repris au Tableau I. 
La Fig. I montre la separation de neuf nitriiw sur FFAP en isothermie. 

CONCLUSIONS 

Les separations d’acides amin& a grande mobilite et en particulier les etudes 
de leurs isomkes sont tres difficiles par les techniques chromatographiques classiques 
(papier et couche mince). 11 est souvent impossible d’identifier en melange certains 
isomeres et en particulier les acides amines en C,. La transformation des acides amines 
en nitriles par la methode & l’hypochlorite de soude r&out aisement ces difficult&. 
L’isobutyronitrile et le butyronitrile, derives de la valine et de la norvaline se s&parent 
parfaitement sur toutes les colonnes Btudiees. Signalons cependant que le pit de 
1 ‘isobutyronitrile interfere avec celui de l’acetonitrile sur FFAP et avec celui du pro- 
pionitrile sur Silicone Xl? 1150. Les nitriles d&iv& des trois leucines se s&parent le 
mieux sur FFAP et sur Porapak R-FFAP. 

Une remarque importante doit etre faite au sujet de ces differentes interferences 
en chromatographie en phase gazeuse. En effet, elles ne portent guere a consequence 
car il est trbs facile d’identifier les acides amines dont derivent ces nitriles par chroma- 
tographie bidimensionnelle sur papier et sur couche mince. Ainsi, en utilisant pour la 
premiere dimension le melange ut-butanol-acide formique-eau (75 : 15 : IO) et pour la 
seconde dimension le phenol tampon& a pH 4.2, on peut identifier en melange et 
sans aucune difficult6 l’alanine et la valine ainsi que l’isoleucine et la norvaline. 

La transformation d’acides amines en nitriles et l’etude de ceux-ci par chroma- 
tographie en phase gazeuse permet done de resoudre des problemes de separation im- 
possibles par les autres techniques. De plus, il est possible de travailler sur des quan- 
tit& d’acides amines de l’ordre de 500 pg, ce qui est tres intdressant lors d’dtudes sur 
la structure de nouveaux acides amines libres isoles du regne v&g&al. 

RlhUM$ 

Nous avons decrit une methode permettant d’etuclier par chromatographie en 
phase gazeuse des melanges d’acides amines isom&res apres les avoir transform& en 
nitriles en Cnml. 11 est possible d’identifier en melange deux acides amines isomer-es 
en C,, trois en C, et quatre en C, sur une colonne de FFAP. 
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