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SUAMMARY 

Sefiaration of oligo~ejbtides and amz’no acids by chrowatogra$hy on the iova-exchange resin, 
Chelex X-roo. 

An improved method is described for the separation of peptides and oc-amino 
acids using the Cbelex X-100 exchanger in the Cu 2+ form. After equilibration of the 
resin with ammonia solution, pH 10.3, acidic, and neutral peptides, and acidic amino 
acids are eluted with water. The neutral amino acids and basic peptides are eluted 
with 1.5 M ammonium hydroxide. Tryptophan, histidine and arginine emerge with 
6 M ammonium hydroxide. All fractions are obtained free of Cu2+-. 

INTRODUCTION 

La separation des peptides de faible poids moleculaire des acides amines reste 
un problhme difficile Q. rdsoudre. L’isolement d’un peptide h partir d’un milieu biologi- 
clue complexe, en vue de la determination de sa structure primaire, par exemple, 
necessite la supression de toute contamination par des acides amines libres. Cette’ 
purification est rendue malaisee car les oligopeptides et les acides amines presentent 
des caracteres voisins de solubilite, de poids molcculaire et de charge electricme. 

La propriete qu’ont les acides amines et les peptides de former des chelates avec 
des ions metalliques a permis l’elaboration de diverses techniques. FAZAKERLEY ET 

BIZST~ ont obtenu, les premiers, une telle separation a partir d’une colonne de gel de 
Sdphadex G-25 chargc5 d’ions. cuivriques et dquilibre & pH II par un tampon salin. Les 
peptides ne sont pas retenus sur cette colonne a l’inverse des acides amines qui sont 
61~5s par une solution d’acide chlorhydrique 0.1 N. Apr&s cette chromatographie, les 
corps sont obtenus sous forme de complexes cuivriques ce qui mkessite 1’4imination 
du cuivre pour leur etude ulterieure. Cette metbode est tres limit&e par la faible capa- 
cite de fixation du gel et par l’utilisation du tampon salin. TOMMEL et a1.2p3 separent 
les peptides et les acides amines sur des colonnes de DEAE et de TEAE-cellulose a 
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l’aide de tampons volatiles. Les composes sont complexes au prealable par le cuivre. 
Les acides amines, non retenus sur ces colonnes, sont entrain& par une solution tam- 
pon d’acetate de collidine B pH 8 et les peptides sont Blu@s par des solutions d’acidite 
croissante. Les produits doivent finalement Qtre debarrasses du cuivre complexant. 
Au laboratoire, une technique a et& mise au point qui permet une bonne sCparation 
des dipeptides neutres des acides amines, grke B une colonne de DEAE-Sephadex 
Bquilibree & pH 8.5 par une solution tampon d’acetate de collidine. L’elution est 
realiske par des solutions d’acidite croissante. 

BUIST ET O'BRIENQ ont reprislatechnique de FAZAKERLEY ET BEST en rem- 
placant le Sephadex par une &sine Chelex X-100. Cette r&sine est un copolymere 
sty&me-divinylbenzkne muni de groupements fonctionnels iminodiacetates. Elle pre- 
sente vis & vis des ious metalliques de transition divalents une affinite superieure a 
celle des Bchangeurs monofonctionnels. Fix6 sur la r&sine, l’ion m&tallique garde la 
possibilite de contracter des liaisons de coordination avec des composes qui seront 
d&places ulterieurement par un autre coordinant. Cette r&sine Chelex X-100, saturee 
par du cuivre, a deja 8te utilisee par plusieurs auteurs, pour la fixation selective des 
acides amines a partir de l’eau de me+ et pour le fractionnement de composes nuclei- 
quesa. La technique de separation des oligopeptides et des acides amines par une telle 
r&sine est basee sur les proprietes complexantes du cuivre vis a vis de ces deux groupes 
de composes et sur les differences de stabilite et de charge klectrique existant entre les 
complexes cuivriques des peptides, anioniques, et des acides amin&, cationiques ou 
neutres. 

Notis ,avons essay6 d’ameliorer ces methodes pour rendre cette technique pr& 
parative plus rentable. Nous avons utilise des Bluants aqueux non salins et volatiles 
et ,‘une colonne de r&sine Chelex X-100 qui, en plus de sa forte capacite, permet 
d’obtenir des acides amines et des peptides libres de toute trace de cuivre com- 
plexant. 

MATtiRIELS ET METHODES 

Pr@aration de la re’sine 
Cinquante grammes de T&sine Chelex X-100 (200-400 mesh) (BioRad, Rich- 

mond,’ Calif., U.S.A.) sont complexes au tours d’une agitation magnetique de 15 h 
dans ,250 ml de CuCl, I M. La r&sine ‘est lavee sur filtre de verre fritte par 20 B 30 1 
'd'eau distill&e. On verifie que le filtrat ne contient plus la moindre trace de cuivre par 
l’addition de diethyldithiocarbamate de sodium en solution methanolique (3.5 g pour 
IOO ml). Tout le cuivre libre &ant elimine, la r&sine est agithe pendant 15 h dans 500 ml 
d'ammoniaque 3 M. Elle est ZL nouveau 1avG.e sur filtre de verre fritt6 avec de l'eau 
distillde jusqu'& ce quele pH du filtrat atteigne une valeur de 10.3 j, 0.1. 

Xemfdissage de la colonne 
Avant de remplir ‘la colonne a chromatographie (hauteur : 27 cm ; diametre: 

x.‘~ cm) avec de la r&sine ainsi complex&e, on introduit de la resine non complex&e, 
uniquement trait&e par de l’ammoniaque 3 M. On obtient, au bas de’la colonne, un 
depot de I- cm de hauteur capable de fixer le cuivre Bventuellement deplace de la 
r&sine complex&e par les divers Bluants. La colonne est ensuite remplie par de la r&sine 
complex&e. Le debit de cette colonne est de 20 ml par heure. 
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Comi!atite de la chronzatographie 
Lorsque les solutions renfermant les constituants k s&parer ont pen&r& dans la 

r&sine, l’elution est realiske successivement par 450 ml d’eau distill&e, 450 ml d’sm- 
moniaque x.5 M (pH 11.8) et 350 ml d’ammoniaque 6 n/r (pH 12.5). Les eluats sont 
recueillis par fractions de IO ml. Les substances presentes dans les differents eluats 
sont rep&s en lumiere ultraviolette k 280 rnp et a 230 rnp en l’absence de toute 
absorption specifique. Les fractions obtenues sont lyophilisees et stock&es au con- 
gelateur avant l’analyse de leurs contenus. On peut regenerer la r&sine en faisant passer 
de l’eau distill&e sur la colonne jusqu’b ce clue le pH de l’eluat presente une valeur de 
10.3 & 0.1.11 est toutefois plus rapide de retirer la r&sine de la colonne, de l’equilibrer 
a pH 10.3 en la lavant par de l’eau distill&e sur filtre de verre fritte. Cette r&sine ainsi 
trait&e est utilisable plusieurs mois. 

CovafiosSs 6tzcdi6s 
On a depose dans -5 ml d’eau 5pmoles des corps suivants: les 18 acides amines 

naturels, la cystine, la q-hydroxyproline et divers peptides (glycyl-alanine, glycyl- 
tyrosine, glycyl-tryptophanne, glycyl-histidine, glycyl-lysine, carnosine, glutathion, 
prolyl-glycyl-phenylalanine) . 

Comme application de cette methode k un milieu biologique, nous avons utilise 
un extrait de glandes pineales (Epiphyses) de mouton, prepare selon une technique 
d&rite prtkedemment 7’2. Une poudre lyophilisee d’epiphyses deshydratees par l’ace- 
tone est extraite par percolation par du butanol contenant successivement 5 y0 puis 
IO oh HC1o.x N. Apr&s purification et ddlipidation de l’extrait, les composes de faible 
poids molkculaire sont separes par filtration sur gel de SCphadex G-25 equilibrd dans 
une solution tampon d’acetate de pyridine 0.05 M k pH 5. Cette fraction, lyophilisee, 
est reprise par de l’eau distillee et deposee sur la colonne de r&sine Chelex X-100. 

Analyse des fractions st$bardes 
Les composks contenus dans les diverses fractions sont identifiees par plusieurs 

systemes de chromatographie et d’electrophorese sur papier: electrophorese & pH 3.9 
dans le systeme pyridine-acide acetique-eau (30 : IOO : 4870) a 400 V pendant 4 h sur 
papier Whatman No. I”; electrophorese k pH 1.8 dans de l’acide acetique 5 M, a 400 V 
pendant IO h, sur papier Whatman No. I ; electrophorese a pH 11.7 dans de l’ammo- 
niaque I M a 400 V pendant 15 h sur papier Whatman No. x0; chromatographie de- 
scendante dans le systeme butanol-acid e acetique-eau (4: I : 5) h 30” pendant IO h 
sur papier Whatman No. 110, 

Apres leur migration, les acides aminds et les peptides sont color& par une 
solution butanolique acidifiee de ninhydrine h 0.25 g pour IOO min. La proline est 
revelde par une solution butanolique acide d’isatine h 0.2 g pour IOO mP2, la tyrosine 
par une solution alcoolique d’a-nitroso-P-naphtol <I 0.1 g pour IOO n1113, le trypto- 
phanne par de la $-dimetl~ylaminocinnamaldehyde h z g pour IOO ml dans un me- 
lange a parties &gales d’ethanol et d’acide chlorhydrique 6 N14. 

M’kthodes de dosage qzla&tatif 
Le. taux de rCcup$ration des acides amines clues est determine par le dosage 

Q la ninhydrinell, celui des peptides par la methode de 0. LOWRY et al.16. 
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RhULTATS 

St$5aration ‘des com$mt% standard 
,L’elution par l’eau permet d’obtenir deux fractions: la premiere presente un 

maximum d’absorption A 230 rnp au 35e ml et elle contient les acides aspartique et 
glutamique, le glutathion, la glycyl-alanine, la glycyl-tyrosine et la prolyl-glycyl- 
phenylalanine (Fig. I). La dew&me fraction, dont l’absorption a 230 m,u est maxi- 
mum au 125e ml, renferme le glycyl-tryptophanne (Fig. I). 
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Fig. I. Separation de 20 acidcs amin& nsturels et de g oligopcptides sur r&sine Chelex X-100, 
complex6e pew des ions cuivriques et QquilibrBo B pH I 0.3. Colonne de 27 cm x I .5 cm. Fraction A : 
Ablution des acides aspsrtique et glutamique, des peptides : glutathion, glycyl-alanine, glycyl- 
tyrosine, prolyl-glycyl-phenylalanine. Fraction B : elution du glycyl-tryptophanne. Fraction C : 
dlution des acidcs amines neutres (sauf lo tryptophanne), de Is lysine et des peptides: glycyl-his- 
tidine, glycyl-lysine, carnosine. 

L’elution par l’ammoniaque 1.5 M entraine une fraction dont le maximum 
d’absorption a 230 rnp se situe au 510” ml. Elle contient tous les acides amines neutres 
sauf le tryptophanne, ‘la ,lysine et les peptides basiques tels la carnosine, la glycyl- 
histidine, la glycyl-lysine (Fig. I). 

L’elution par l’ammoniaque 6 M permet d’obtenir une fraction dont le maxi- 
mum d’absorption & 230 rnp se situe au gg5e ml. Elle contient le tryptophanne, l’his- 
tidine et l’arginine (Fig, I). 

Le,pourcentage de recuperation a 8th d&ermine avec un constituant de chaque 
6luat. 11 est de 99.6 o/o pour le glycyl-tryptophanne (eluat aqueux), de IOO O/e pour la 
tyrosine (eluat NH*OH 1.5 M), de 98.5 y. pour le tryptophanne (eluat NH40H 6 M). 

Application de la teckniqzce azc fractiomtewtem! d’am extrait ~pi~hysaire 
L’eluat aqueux entraine trois fractions dont les maxima d’absorption a 230 rnp 
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se situent respectivement aux 40 @, 245@ et 375c ml. Trois autres sont elu8es par l’am- 
moniaque 1.5 M. Leurs maxima d’absorption se situent aux 510e, 6250 et 770@ ml. 
La derniike 61ution par l’ammoniaque 6 M entraine deux fractions dont les maxima 
d’absorption se situent aux 9358 et g75@ ml (Fig. 2). 
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Fig. 2. Fractionnemcnt d’un extrait de glandes pinBales sur une colonne (27 cm X 1.5 cm) de 
r&inc Chclex X-100 complex&z par des ions cuivriques et Bquilibr& A pH 10.3. 

Le pourcentage de rkupkation des compos& fraction&s est du m&me ordre 
que pour les corps tdmoins. Pour un extrait de glandes pineales de moutons dont le 
matkiel ninhydrine et LOWRY positif a 6th do&, les r&ultats, exprimt% respectivement 
en mg de leucine et en mg de tyrosine sont indiquds dans le Tableau I. 

TABLEAU I 
POURCENTAGE DE RBCUPBRATION Du h5~TfiRIw NINHYDRINE (ExzwIMfi EN mg DE LEUCINE) ET 

LOWRY POSITIP (EXPRIMI? EN mg DE TYRoSINE) D’UN EXTRAIT DE CL~NDES ~IN$ALES DE MOUTON 

Leucine Tyrosine 
tm.g) (w) 

Quantit.6 ddpos& 96.4 9.77 
Eluat H,O 12.54 3.39 
Eluat NH,OH M x.5 85.60 5.77 
Eluat NH,OH 6 M 1.56 1.12 

Total AxpOre 99.70 10.28 
Pourccntagc de rkupkation IO3.4% 105 % 

Des re’sultats su$$l&neMaires $ewent btre obtews avec cette technique 
ll suffit d’hquilibrer la colonne de r&sine k ‘un pH moins basique, 8.5 par exenlple. 

On peut, dans ce cas, amhliorer sensiblement la &pafation des corps 61~6s par l’eau 

J. ChVOt@aLOg., 54 (1971) 23X-237 



236 J. BOISSEAU ET P. JOUAN 

(Fig. 3). Les trois peptides, glutathion, glycyl-alanine et glycyl-tyrosine, sont &parks 
convenablement alors qu’ils Ctaient 61~6s ensemble lorsque la r&sine etait Bquilibr&e 
A pH 10.3.' 
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Fig. ,3: Wparation des pcptides, contenus dans l’dluat, aqueux, sur rdsine Chelex X-100 complex&e 
par des ions cuivriques et t5quilibrtSe B pH 8.3. Fraction A: Ablution du glutathion. Fraction B: 
dlution de la glycyl-alanine. Fraction C: dlution de la glycyl-tyrosine. Fraction ID : 6lution du 
glycyl-tryptophanne. 

DISCUSSION 

Les analyses r&alisQes ZL partir des composes tknoins montrent que les peptides 
acides et neutres, Blues par l’eau, sont &par& des acides amines neutres et basiques, 
retenus sur la colonne. Ces peptides peuvent Btre, en plus l’objet d’un fractionnement 
si la r&sine complex&e est Bquilibrke a pH 8.5 au lieu de pH 10~3. 

Nous n’avons pas pu obtenir une sCparation compl&te entre les acides amin& 
et les peptides car les acides amines acides sont entraMs avec les peptides acides et 
neutres alors que les peptides basiques sont &lu6s par l’ammoniaque 1.5 M avec 

l’ensemble des acides amin& neutres. Ces incon&nients ont dejk 6th sign&s dans les 
travaux prkedents 2’3’4. Cette separation peut Btre achevee ult6rieurement par des 
techniques electrophoretiques simples: A pH 3.9, par.:exemple, on &pare les acides 
amin& acides des peptides neutres d’une part, les peptides basiques des acides aminks 
neutres d’autre part. L’analyse de l’extrait de glandes pin&ales de mouton a permis 
de d&ectcr, dans 1’Cluat aqueux, quatorze’ peptides dont 1’8tude structurale est en 
tours. 

Par rapport aux travaux ant6rieurs6’a, cette mkthode presente les amCliorations 
suivantes qui la rendent d’un emploi t&s facile : 21. la difference du SBphadex cuivri- 
quel, la, r&me Chelex, complex6e permet, grace &.’ sa capacite &levee, de atrafter des 
quantitbs importantes d’extrait. Cet int6rCt n’est pas negligeable si on con&id&e la 
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grande disproportion habituelle entre les quantit& de peptides et d’acides amines 
prksentes dans un milieu biologique. 

L’isolement des peptides est une etape qui pr&&de &n&alement une etude de 
structure. 11 ne faut done pas risquer de denaturer ces composes par des conditions 
de travail trop drastiques. Les peptides acides et neutres sont obtenus a un pH 
infhrieur a 10.3, dans un bluant de triis faible force ionique, preferable a une solution 
de pH II, presque saturbe en tktraborate de sodiumlq*. 

Notre analyse est assez rapide car, si elle dure en tout 48 11, les peptides acides 
et neutres sont obtenus au bout d’une vingtaine d’heures. 

Pour simplifier au maximum cette technique prkparative, nous avons prkfdre 
& des tampons salins, de forte concentration l, 4, des dluants faciles & dliminer comme 
l’eau et l’ammoniaque 1.5 M et 6 116. 

L’utilisation d’une r&sine char&e en cuivre dispense de complexer au prealable 
les composk & ssparer par agitation dans une solution cuivrique2’3. Par ailleurs, les 
produits r&up&es dans les 6luats sont libres de toute trace de cuivre complexant, ce 
qui evite les manipulations longues et dklicates pour son eliminationl-*. 

Enfin la r&sine Chelex complexCe, facilement regdneree pour une nouvelle ana- 
lyse, est utilisable plusieurs mois. 

RESUMI? 

A l’aide d’une r&sine echangeuse de cations Chelex X-100, complexee par du 
cuivre, il est possible de ssparer des acides amines la plupart des peptides de faible 
poids moleculaire. 

Cette &sine est equilibree a pH ro.3 par de l’ammoniaque. Les yeptides acides 
et neutres sont 61u&s par de l’eau, les acides amin& neutres et basiques par des solu- 
tions d’ammoniaque. 

Toutes ces fractions sont obtenues exemptes de cuivre. Les peptides acides et 
neutres sont contaminds par les acides amines acides et les peptides basiques par les 
acides amines neutres, Des separations electrophordtiques simples permettent de 
remkdier a ces inconv6nients. 
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