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Note 

D&ermination rapide de polyamines et de quelques mono- et diamhes dans 
des extraits v&gt%aux 

; V. R. VLLLANUEVA, R. C. ADLAKHA’ et A. M. CANTERA-SOLER’ 

Lilstitut de Ciiitnte ales Substances Natwelles, CNRS, 91190 Gif-mr-Yvette (Frunce) 

(Requ le 18 avril 1977) 

La chromatographie automatique sur colonne d%changeur d’ions est une des 
techniques de choix pour l’anaiyse de mklanges de mono-, di- et polyamines. Bien 
qu’tm grand nombre de m&odes aient &e publiees (par ex. bibl. l-4) elles concernent 
souvent l’analyse de matkriel d’origine animale. Tres peu d’entre eiles ont ettb con- 
sacks B la determination des amines contenues dans du materiel d’origine vCg&ale5. 
D’autre part ces m&hades donnent de bons rtkubats, lorsqu’il s’agit d’khantillons 
purifik, par contre on obtient des chromatogrammes difficiIes B interpreter si 1’011 
analyse des extraits bruts. Quand on cherche B d&ecter la prksence de ces composes 
a&t%, pouvant se trouver en petite quantite, il vaut mieux hiter la purification 
prkalable de WchantiIlon, car ceci peut contribuer & la perte de quelques constituants 
mineurs. De plus, dans les cas ou l’on doit effectuer un grand nombre d’analyses, 
cette purification prealable reprksente une perte considerable de temps. 

Dans cette note, nous rapportons une nouvelle mkthode permettant l’analyse 
directe de mono-, di- et polyamines d’origine kg&tale, dont la durCe estdedeux heures, 
ce qui reprkente un progrts par rapport aux techniques d&rites anterieurement, qui 
mkessitaient huit heures d’analyse 5_ L’emploi de I’o-phtalaldehyde pour Ie dosage par 
Auorimktrie augmente la sensibilite de la m&hode permettant Ia d&tection de ces 
composk a des concentrations de lo-l2 M. 

La Fig. 1 montre Ie chromatogramme d’un m&lange standard prepa& avec de 
produits commerciaux et Ies Figs. 2 et 3 les chromatogrammes obtenus avec des 
extraits bruts des plantes de soja (Pkrseolrrs mutzgo) et de petits pois (Pisunr sativrcm). 

MATERIEL ET METHODES 

Nous avons utilisi un analyseur automatique Liquimat-Labotron muni d’un 
fluorim&re Labotron FFM-31 (Sot. Kontron, Boulogne, France) possCdant une 
microceIlule de circulation de-50$ de capacitk ia colonne (0.4 x 9 cm) de r&sine 
Dun-urn DC 6A est thermostatQ B W’. La composition des deux tampons servant 
B l%iution est comme suit; premier tampon (pH 5.65): citrate de sodium-2 Hz0 0.2 
IV, NaC11.0 N; dew&me tampon(pH 5.65) : citrate de sodium - 2 Hz0 0.2 IV, NaC12.6 N. 
Les deux tampons ont et& filtr& sur une membrane Millipore (0.22~m). Les valeurs 

* Boursiers du gouvemement franqxis. 
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Fig. 1. Chromatogramme d’un melange standard contenant 500 pmoles de chaque amine sauf pour 
I%talon inteme (EL) qui contient 375 pmok Voir Tableau I pour leur identit6 et comportement 
chromatographique. 
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Fig. 2. Cbromatogramme d’un extrait de soja (mis B gem16 pendant dii jours). Voir Tableau I pour 
l’identith des produits. 
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pH sent ajust& avec HCI aprb avoir ajouti 5% d’&bauol B chaque tampon. La 
d&&on est effect&e & &ide d’une solution d’b-phtalaldehyde (Fluka, Buchs, 
Suisse)6a7. L’euregistreur, W + W 600-Tarkan (S&z Koiitron) est r&g16 sur 100 rnV 
pour 100% de fluorescence relative ce qui l&se b pm&bi%Z &w-enter en&e de 

. 
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Fig. 3. Chromatogramm e d’un extrait de petit pois (mis B germ6 pendant deux jours). Voir Tableau I 
pour l’identiti des produits. 

10 fois la sensibiIit6 de I’enregistreur. Ceci nous a Cte utile pour la detection de quei- 
ques compos& mineurs des extraits analysts (voir Figs. 2 et 3). 

L.a quantification est faite avec un integrateur ICAP 10 (LTT Conflans Saint 

Honorine, France) par la m&hode de Etalon inteme. 

Pr&aration des Pchantillons 
La solution standard (1OpM) contenant les produits amin& (voir Tableau I) 

a tte prepare dans un tampon citrate de sodium 0.2 N (pH 2.2). La Caza hepta- 
m&hyl&e 1,7-diamine (Merck) a CtC employ& comrne &alon interne (7.5@Q. 

L’extraction des polyamines B partir du soja ou des petits pois a Ct6 real&% 
sur des graines mises & germer pendant des piriodes allant de 1 B 10 jours. Les plantes 
ainsi obtenues ont Ct6 broy&s dans un mortier et extraites deux fois avec une solution 
de TCA B 5 % contenant HClO.05 N. Apr& centrifugation les sumageants sont reunis 
et une partie aliquote de cet extrait est directement analys6e sans purification pr&dable. 

Les volumes analis&, solution standard ou extraits de v&&an& ttaient de 25 
B 100~1. 

M&ode 
Un debit de 22.5 ml/h est utilid pour les tampons d’ilution et un d&bit de 25 

ml/h pour la solution d’u-phtalaldehyde. Lors de la chromatographie, les temps de 
passage sent: ponr Ie premier tampon de 35 min et pour le deuxi6me tampon de 83 
min; 10 min de- passage de NaOH 0.2 N sufEsent pour le recyclage de la colonne et 
20 min du premier tampon pour la r&quilibrer. 
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TABLEAU I 

R&SULTATS DE LA MTHODE 

Surfaces des pits: pour 500 pmoles de prod&. CoeEcients de r@onse:kference, &Ion inteme 
(E-1.). 

No. Compose’ Temps de rdenrion 
(min) 

Swface 
des pits 

Coeficient 
de rt$onse 

1 Lysine 
2 Ammoniaque 

.3 Arginine 
4 Putrescine 
5 Histamine 
6 Cadaverine 

E-1. 4-Aza heptamithylinediamine 

7 Spermidine 75.2 & 0.1 
8 Hexam&hyI&wiiamine 81-7 f 0.1 
9 Agmatine 87.7 f 0.1 

10 Tyramine 99.1 & 0.1 
11 Ph6nyltthylamine 109.3 + 0.1 
12 Spennine 116.5 & 0.2 

7.6 & 0.1 
12.1 i_ 0.1 
14.2 & 0.1 
51.1 i 0.1 
53.8 f 0.3 
59.6 & 0.1 
70.4 & 0.1 

104877 
25747 

122319 
130135 
96753 
90712 

147873 
(375 pmoles) 
71378 
80221 
75012 
87078 

109557 
125046 

1879 
7657 
1611 
1515 
2037 
2173 

2762 
2457 
2628 
2264 
1799 
1576 

R&ULTATS 

La Fig. 1 montre Ie chromatogramme obtenu iors de la skparation d’un 
mCIange standard contenant 500 pmoles de chaque composk Le premier tampon sert 
B iluer tous Ies acides amints et B &miner toute autre substance moins basique que 
Ies polyamines. Le deuxikme tampon Clue par la suite !es polyamines et amines ap- 
parent&s. L’6thanol qu’on ajoute aux tampons esr necessaire pour obtenir une bonne 
skparation. Sur Ie Tableau I figurent les temps de rktention, ies surfaces des pits et 
Ies coefficients de rkponse obtenus. 

A titre d’exemple Ies Figs. 2 et 3 montrent Ies chromatogrammes correspondant 
aux poIyamines des plantes de soja et de petits pois, dont Ies r&Bats sont en accord 
avec Ies donn&s bibIiographiquess*g_ 

La reproductibilitk de la m&hode chromatographique est comparable ti celle 
dk I’analyse automatique d’acides amin& Le fait de chromatographier des 6chantillons 
bruts non tampon&, comme c’cst le cas pour les extraits vdgktaux a&y& n’a aucune 
influence sur la Gparation de polyamines et il n’est pas observe de dcplacement 
anormal des pits. Ceci a kte vt3ifik en chromatographiant un mklange d’extrait brut 
avec une solution standard de polyamines. La mCthode permet, grace g l’utilisation 
de la quantification fluorimktrique, Ia d&e&ion des compo& amin& presents ti des 
concentrations de I’ordre de picomole. 

Nous employons cette m&ode pour (1) la dCtection rapide de mono-, di- et 
polyamines dans du materiel v6gGtaI; (2) Ie dosage simuIta& des d&arboxyiases de 
quelques acides amin& tels que la tyros_ine, la phknylalanine, l’omithine, la lysine, 
I’histidine, I’arginine_ Une Ctude concernant les variations des concentrations des 
polyamines par rapport B la croisskwe vegktale est actuellement en cows. 
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