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Les fibres de co&g&e sont constituees par des chakes polypeptidiques, de 
poids mol&~laire lC@,OOO, uuies M&alement par des liaisons dites intramokxhires 
pour former des tresses 5 trois brins, ces tresses sont Cgalement unies latkalement par 
des liaisons dites intermolkculaires et constituent ainsi la fibre elle-meme. Les liaisons 
&&ales sont des liaisons aldimines ou aldols form&es entre une fonction aldehyde 
d’un d&iv& de la Iysine (allysine ou acide a-amino-&semi-aldkhyde adipique) et une 
fonction aldehyde dune autre molkcule d’allysine pour constituer une liaison aldol 
ou la fonction E-aminCe d’une mohkule de lysine ou d’hydroxylysiue pour constituer 
une liaison aldimine’4. Si un Cchantillon de collagene est reduit par le borohydrure de 
sodium5, les mo&ules d’allysine qui ne sont pas incluses dans des liaisons de reticula- 
tion seront red&es en .s-hydroxynorkrcine; il en est de mCme des molkcules d’allysine 
incluses dans des liaisons aldimines lorsqu’elles ont et& lib&&s par une hydrolyse 
m&age lors de la preparation du collagene acido-solubIe. 

Etant donni l’importance de I’&-hydroxynorleucine pour app&cier le degre de 
reticulation dun &zhantillon de collagene, mais aussi sit tres faible concentration, nous 
avons cherchC B la dktecter par chromatographie en phase gazeuse. 

MAT6RIEL ET I’&THODE 

PrPparatiorz de I’E-hydroxynorleucre 

Pour tialiser la synthese de i’c-hydroxynorleucine, nous avons suivi la techni- 
que propoke par Gaudry6. Le produit de depart de cette synthese est le 2,3-dihydro- 
pyranne que l’on hydrolyse en 6-hydroxyvalCraldChyde selon la technique de Schniepp 
et Geller’. 

Les &apes de Ia synthtse sont schematities sur Ia Fig. 1. Par hydrolyze baryti- 
que de la SAhydroxybutylhydantoine, nous obtenons un produit qui doit Ctre l’.s- 
hydroxynorleucine. 
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Fig. 1. Schema de synch&e de Ia 54-hydroxybutyihydatoine. 
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Chromaiog+aphie en phase gazeuse 
Ah d’obtenir des composes volatils, les acides amines sont transform& en 

esters butyliques N-trifiuoroac&yICs en utilisant la m&hode de Zumwalt et ak8. Les 
acides amines en suspension dans 100 !&CL1 de dichloromethane subissent successivement 
apres evaporation du dichloromithane, une estkification avec 2 ml de n-butanol 
anhydre sat& en acide chlorhydrique, pendant 2 h B 90”-RIO” en tubes bouchCs_ 
Les reactifs sont evapores avant de proceder B l’acylation. Les derives remis en solu- 
tion dans 500 ~1 de dichloromethane sont alors trait& par 50 ~1 d’anhydride trifluoro- 
acetique pendant 2 h a 100” en tubes bouches. 

Les chromatographies sont effect&es sur 2 ,A de cette solution. La separation 
a lieu dans un cbromatographe Fractovap GV (Erba Sciences) Cqui@ d’une colonne 
en verre de 2 m x 3 mm (diamttre intkieur). La colonne est silylee et remplie de Gas- 
Chrom P, RIO-120 mesh (Erba Sciences) impregne de la phase fixe, SE-30 (methyl 
siloxane) 1 O/,-QF-1 (methyl tluoroalkylsilicone) 3 %_ Une phase mobile est constituk 
par un flux d’azote d’un debit de 40 m&nin. Les acides amink sont Clu& en fonction 
de la temperature qui est programmde de 100” Q 250” & raison de 4”/min. 

Les produits contenus dans l’effluent gazeux sont detect& par ionisation de 
flamme. Dans un precedent travail9 nous avons utilise cette methode pour &parer les 
acides amin& contents dans des hydroIysats d’khantillon de collag&ne. 

RJkULTATS ET DISCUSSION 

VPrifcatiort de la structure des prod&s obtems pat- synthrhe 
~~Ngdroxybutyf~yda~to~ne. Le produit obtenu a un point de fusion de 160” 

mesure par analyse thermique differentielle. Son spectre infrarouge permet de carac- 
t&-iscr les groupements G-H, C-H, N-H, C=Q qui se trouvent dans la molkule de la 
%i-hydroxybutylhydantoine. La courbe d’intkgation du spectre de resonance magne- 
tique nucleaire (RMN) precise l’existence de 12 protons: 8 protons aliphatiques, 1 
proton de la fonction U-H, 2 protons des groupements N-H et 1 proton du carbone 5 
qui correspondent B la structure theorique de la Sd-hydroxybutylhydantoine. 

e-Hydroxynorieucine 
&-Hydroxynorleucke. Le point de fusion du compose se situe environ & 230”. 

Le produit obtenu est colorable par le ninhydrine alors que la 5-&hydroxybutyl- 
hydantoine ne petait pas. Son spectre infrarouge est caracteristique dun acide amine. 
11 permet I’identification des bandes d’absorption dues aux groupements: G-H, C-H, 
N-H, C=O et l’observation des deplacements de la bande C=O vers 16OO~rn-~, 
ddplacement que l’on remarque habituellement dans les spectres infrarouge des acides 
amines. Le spectre de RMN dans l’eau !ourde permet de confirmer Ia chaine aliphati- 
que de cet acide amine qui comporte 13 protons dont 8 protons aliphatiques. Le spectre 
de masse de Pester butylique di-O,N-trifluoroadtyle de l’a-hydroxynorleucine montre 
un pit mol&ulaire m/e = 395 et les fragmentations cara&ristiques de ce compose 
(Fig. 2). 

Locatisation sur les chromaiogrammes de I’&-h_vdro~~orleucine 
Gn obtient une bonne separation des acides amines caracteristiques du colia- 






