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SUMMARY 

An easy method of separation and esteriJication of amino acids prior to their mass 
spectrometric analysis 

An easy method for the identification of amino acids in a mixture by mass 
spectrometry (MS) without using a gas chromatography-MS apparatus is described. 
After separation on a classical amino acid analyzer without prior purification, amino 
acids are esterified using dimethoxypropane at ambient temperature and analyzed 
by MS. 

INTRODUCTION 

Si l’on veut trouver ou confirmer la structure des acides amines d’un melange 
par spectrometrie de masse, il faut deux &apes preliminaires: l’obtention de d&iv& 
volatils et la separation des constituants du melange. Dans le couplage chromato- 
graphie en phase gazeuse-spectrometrie de masse (GC-MS), les deux &apes sont 
realis& dans cet ordre. 

Si l’on ne dispose pas de l’appareillage nkcessaire a cette technique, on peut 
operer en sens inverse en realisant d’abord une separation sur r&sine kchangeuse d’ions 
en tampons volatils puis l’esterification de chaque acide amine avant passage en MS. 

Mais, apres chromatographie, on obtient des acides amines contamines par 
des produits relargues par la r&sine et par des sets non volatils form& entre la base 
contenue dans le tampon et les anions presents dans l’kchantillon. 

D’autre part, les techniques d’esterification sont souvent delicates a mettre en 
oeuvre. Aussi, nous avons etudie une methode simple qui permet de r&oudre ces 
di@rents problemes. 

MATl%IEL ET Ml?THODES 

Les produits chimiques utilisCs sont des produits purs pour analyse sauf le 
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dimtthoxypropane (Merck, pour synthese). Seule la pyridine est puri%e par distil- 
lation. Les esters mCthyliques tCmoins sont des prod&s Fluka et Cyclochemical. 

Est&ijication 
Dans des tntbes de verre bouches tmeri de 150 x 17 mm, on introduit l’acide 

amine, le methanol, la solution d’acide cblorhydrique (d = 1.19) et le dimethoxy- 
propane. AprBs rCaction B temperature ordinaire, le melange est Cvapore par un 
courant d’azote et repris par 3 ml d’eau. Cette solution est extraite successivement 
par 10 ml d’ether, 5 ml de dichlorethane et deux fois 2 ml d&her. 

Chaque extraction est faite directement dans le tube par agitation mod&e 
pendant 1 min et aspiration de la phase organique avec une pipette reli& au vide. 
La phase aqueuse qui contient l’ester methylique est ensuite Cvaporee ou lyophyli&. 

Purification compl&nen faire 
Dans le cas oh l’acide amine est contamine par une importante quantitC de 

sels non voIatils, on ajoute dans Ie tube oh se trouve le residu d’dvaporation 2 ml de 
dichlor&hane et l’on fait barboter de l’ammoniac pendant 5 ruin; on filtre; on chasse 
l’exds d’amrnoniac par un courant d’azote; on ajoute 0.2 ml d’acide ac&ique et on 
Cvapore la solution pour obtenir l’ester methylique sous forme da&ate. 

Dosage des esters m&thyliques 
Au cours de l’Ctude de la reaction d’est&ification, le dosage des esters est 

rcalisi par colorimetrie en les transformant en acides hydroxamiques. Ceux-ci donnent 
des complexes ferriques dont le maximum d’absorbance est situ6 vers 520 nm’*z. La 
concentration de chaque ester est proportionnelle B la densite optique lue. 

Chromatographie en phase gazeuse des esters me’thyliques 
Les esters m&hyliques des amino-acides ont Cte analysds en GC dans les 

conditions expCrimentales suivantes: appareil Carlo Erba Fractovap 2.200 muni d’un 
detecteur B ionisation de flamme; colonne de verre (0.3 x 200 cm) remplie de Chromo- 
sorb W AW DMCS (SO-100 mesh) contenant 2.4% de OV-225; la colonne a CtC 
conditionnee a 210”; la temperature de l’injectcur et du detecteur est de 310”; la 
temp&ature de la colonne est programm&e pour un palier de 8 min a 90” puis une 
augmentation de S”/min jusqu’a 160”. 

SpectromPtrie de masse des esters mtfthyliques 
Les spectres de masse ont et6 r&alis& dans les conditions suivantes: appareil 

type AEI MS-902; Cnergie des electrons 70 eV; corn-ant d’Cmission du filament 
100 PA; tempkrature du bloc source 110”; temp&ature de la sonde d’introduction 
entre 30” et 80”. 

Stfparation des acides amint% sur rksines @changeuses d’ions 
Elle est effect&e au moyen d’un appareil Carlo Erba modele 3A27. Les acides 

amines acides et neutres sont &par& sur une colonne Carlo Erba AN-55 de 550 x 9 mm 
I.D. remplie avec une &sine Carlo Erba 3AR4A25. Les acides amines basiques sont 
siparts sur une colonne Car10 Erba AN-15 de 150 x 9 mm I.D. remplie avec une 
r&ine Carlo Erba 3AR2A25. Les colonnes sont thermostat&s a 50”. 
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Avant d%tre mises dans les colonnes, les r&sines sont transformkes en se!s de 
pyridinium. Les tampons servant & l’klution sont exprimCs en concentration de 
pyridine. 11s sont prkparks en milieu aqueux en ajustant le pH par de l’acide adtique3. 
On utilise: tampon pH 2.70,O.l M; tampon pH 2.90,O.l M; tampon pH 4.10,O.S M; 
tampon pH 5.00, 1 M. Avant d’ttre posC, Wchantillon est acidifS par un tampon 
0.1 M (pH 2.20) prepare en ajoutant une quantitt convenable d’acide formique au 

tampon pH 2.70. 
Un appareil LKB Ultrograd est utilisk pour la prkparation des gradients. Pour 

la skparation des acides aminCs acides et neutres, on equilibre la colonne avec le 
tampon pH 2.70. Apr& la pose de l’kchantillon, on clue avec le gradient 

t 
onnt 

Fig. 1. Pour la separation des acides amin& basiques, on iquilibre la colony_ avec 

le tampon pH 2.90 et aprk pose de I’ehantillon, on Clue avec le gradient don& 
Fig. 2. Aprb chaque separation, les colonnes sont 

Temp. (hl 
w 

0 2 4 6 8 %Tampon 16 II3 0 2 4 6 8 %Tampon 

pHZ.90 pH5.00 

Fig. 1. Gradient d’klution des acides amin& acides et neufres: pourcentage en volume du tampon 
pH 2.7 par rapport au tampon pH 2.9 puis du tampon pH 2.9 par rapport au tampon pH 4.1 en 
fonction du temps (lx). 

Fig. 2. Gradient d’klution des acides amin. bsiques: pourcentage en volume du tampon pH 2.9 par 
rapport au tampon pH 5 en fonction du temps (h). 

Tous les tampons sont pomp&s B une vitesse de 60 ml/h_ En sortie de colonne, 
1’Cluat est divisC en deux parties: l’une est collectee au moyen d’un collecteur LKB 
Minirac en fraction d’une dur6e de 5 min, l’autre est diluti dans de l’eau et envoy& 
par une pompe Technicon Pl dans le rCacteur du chromatographe pour mettre en 
evidence la pkence des acides amink pa: r&action avec la ninhydrine (Fig. 3). 

Au moment oh on collecte dans le premier tube, on pompe une solution de 
nitrate d’ammonium low4 A4 g la place de l’eau aver la pompe Pl. Le pit obtenu sur 
le tracC permet, en tenant compte de la vitesse de dkroulement du papier de l’enre- 
gistreur et de la dur&e de collection dans chaque tube, de savoir B quels tubes corres- 
pond chaque partie du track. 

Apres separation, on reunit les tubes correspondant B chaque fraction. On 
amcne Ie pH de ces fractions B la neutral&5 en ajoutant une solution concentree 
d’ammoniaque de facon Q d&placer la pyridine, puis on lyophilise. 
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Fig. 3. SclSma du systtme utili& pour collecter et dttecter les acides aminb (diamktre inteme des 
tuyaux de pompe, 0.01 pouce). 

F&ULTATS ~-r DISCUSSIONS 

Choir de la mPthode d’estkification 
Comme il est particulierement interessant de pouvoir utiliser une methode 

d’esdrification ayant lieu 5 temperature ordinaire et ne necessitant pas la manipulation 
de reactifs tres toxiques ou difliciIes h preparer et a conserver, nous avons repris le 
principe propose par Rachelej pour I’esterification 5 l’tkhelle preparative de quelques 
acides amints par le melange dimethoxypropane, solution aqueuse d’acide chlor- 
hydrique. Nous avons cherche quelles Ctaient les meilleures conditions de &action 
et de purification de Pester methylique formi. 

Nous avons observe que l’adjonction de methanol diminue la polymerisation 
du dimethoxypropane, ce qui facilite la purification. 

En faisant varier la quantite de dimCthoxypropane et en gardant constantes 
les quantites d’acides amines (10 p&Z), de solution d’acide chlorhydrique (0.1 ml ; 
soit environ 24 mM HCl) et de methanol (OS ml) dans le melange reactionnel, on 
determine quelle doit Etre la proportion entre les quantitk de dimkthoxypropane et 
de solution d’acide chlorhydrique ajoutks. Pour des temps de reaction de 3, 6 
et 24 h, la quantite de dimethoxypropane doit Ctre comprise entre 0.7 et 2.8 ml (5.5 et 
22 mM environ) (Fig. 4). Une quantite trop faible de dimethoxypropane ne permet 

Fig. 4. Quantite d’ester form& exprimQ en unit6 d’absorbance, en fonction du volume (ml) de 
dim(%hoxypropane ajoute pour un temps de &action de 3 h (A), 6 h (8) et 24 h (m). Dosage par for- 
mation d’hydroxamate ferrique. 
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pas de transformer toute l’eau ajout6e avec la solution d’acide chlorhydrique, une 
quantite trop forte a un effet de dilution prejudiciable a la cinetique de la reaction. 
On a choisi un rapport entre les quantites de dimethoxypropane et de solution d’acide 
chlorhydrique de 10 : 1_ 

Si l’on ajoute des quantites croissantes du melange dimetboxypropane- 
solution d’acide chlorhydrique 1O:l a une quantid fixe d’acide amine (10 PM) et de 
methanol (0.5 ml), le meilleur rendement correspond a un volume de 2.2 ml du 
melange (Fig. 5). Les courbes tracks F&s. 4 et 5 correspondent a la formation de 
l’ester methylique de l’alanine. Des resultats analogues ont ete obtenus pour d’autres 
acides amines. 

A Ab+.xbpnce 

Fig. 5. Quantite d’ester form& exprimh en unit& d’absorbance, en fonction du volume du melange 
(ml) dimithoxypropane-solution d’acide chlorhydrique (10:1), pour un temps de rkaction de 3 h 
(A), 6 h (e) et 24 h (me). Dosage par formation d’hydroxamate ferrique. 

Si l’on ajoute ti 10 @4 dun acide amine, 0.5 mi de methanol, 0.2 ml de solution 
d’acide chlorhydrique et 2 ml de dimethoxypropane et si l’on etudie la cinetique de 
la reaction pour differents types dacides amines, on voit que l’equilibre est prati- 
quement atteint apres 12 h (Figs. 6 et 7). 

t 
1 

Absorbance 
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Fig. 6. QuantS dkster form& exprimke en unite d’absorbance, en fonction du temps (h) pour la 
lysine (A), l’alanine (m) et l’acide aspartique (0). Dosage par formation d’hydroxamate ferrique. 

Fig. 7. Qua&it& d’ester form& exprimk en unity d’absorbance, en fonction du temps (h) pour la 
drine (A), la proline (I@ et la phenylalanine (e). Dosage par formation d’hydroxamate ferrique. 
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En se basant sur ces resultats, nous utilisons pour e&rifler les acides aminds, 
Ies conditions experimentales suivantes: methanol 0.5 ml, solution d’acide chlor- 
hydrique 0.2 ml, dimethoxypropane 2 ml, temps de reaction 24 h. 

Les solvants d’extraction ont kte choisis pour permettre I’Climination des 
produits secondaires de la reaction et de certains des contaminants dus au passage 
sur resine. Le procede retenu est simple et rapide. 

Dans le cas oh l’echantillon pose en chromatographie sur r&sine kchangeuse 
d’ion est tres charge en sels non volatils, une quantite importante de ces sels peut &re 
eluie avec certains des acides amines. Pour pouvoir esterifier, ceux-ci, il faut ajouter 
un volume de solution d’acide chlorhydrique et de dimethoxypropane suffisant pour 
que l’acide chlorhydrique soit en exds et puisse jouer de role de catalyseur. 11 faut 
egalement optrer une Ctape de purification complementaire pour iliminer tous les sels. 

&de des esters en chrontatographie en phase gazeuse et en spectromktrie de masse 
Pour les identifier et determiner leur purete, les esters methyliques prepares 

et purifies en une ttape et en deux &apes 5 partir des acides amines suivants: acide 
aspartique, acide glutamique, thrionine, serine, proline, glycine, alanine, valine; leu- 
tine, isoleucine, methionine, cysteine, phCnyIalanine, tyrosine, lysine et histidine, sont 
analysts en GC et en MS. 

En GC chaque ester donne un seul pit, identique a celui obtenu avec pester 
methyhque temoin, sauf pour pester de I’histidine qui est decompose sur la co10nne5. 

En MS, ces esters donnent un spectre proche de celui d&it par Biemann et aZ.6 
pour les esters Cthyliques compte tenu des differences de masse des ions ayant le 
groupement ester. Pour identifier rapidement un acide amine, nous utilisons Ie 
Tableau I oii sont indiquks Ia masse du pit de base ainsi que la masse de deux ions 
caracteristiques avec leur pourcentage par rapport au pit de base. 

TABLEAU I 

PIC DE BASE ET PIGS CARACTERISTIQUES DES ESTERS MCTHYLIQUES DES 
ACIDES AMMS 

Acide ami& 

Glycine 
Alanine 
S&ine 
Mithionine 
Proline 
Valine 
Cyst&e 
Histidine 
GIutamique 
Lysine 
Leucine 
Isoleucine 
Phinylalanine 
Thrkmine 
Aspartique 
Tyrosine 

Pit de base 
~___ 

30 
44 
60 
61 
70 
72 
76 
82 
84 
84 
86 
86 
88 
89 

102 
107 

Autres pits 

=‘( 8%) 
88 ( 3%), 103 ( 2%) 
88 (45 %I, 42 (30 %l 
56 (75 %A 104 (37 %) 

129( 1%) 
88 (35 %), 55 (28 %) 
88 (70%), 59 (51%) 

110 (26%) 
116 (61%), 56 (41%) 
56 W%), 10107%) 
88 (27 %), 30 (14 %) 
88 W%), 30 (22%) 

120 (71%), 91(21%) 
74 @4%h 57 (75 %) 
70 (30 %), 88 (20 %) 
88 (36%), 195 (11%) 
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Application 
Nous utilisons couramment cette mCthode darts l’btude des acides amines 

libres ou r&&ant de l’hydrolyse de peptides &pares B partir de culture de mycelium 
de champignons superieurs (Lacaria Lacata Stop. ex Fr). A titre d’exemple, l’identi- 
fication des acides amin& de deux hydrolysats est donnke Fig. 8. Ces hydroIysats 
correspondant 5 des fractions s&par&s sur DEAE-Sephadex en tampon phosphate, 
ont des concentrations t&s importantes en ions phosphates et en ions chlorures. 
Wanmoins, ils sont posCs directement en chromatographie sur resine khangeuse 
d’ions. Apres adjonction d’ammoniaque, les fractions sont lyophiliskes, est&ifi&s et 
purifiees en deux temps. Les spectres de mass, p obtenus sont analogues B ceux des 
composts purs et permettent une identification immediate. 

Transmitance 

Fig. 8. Chromatographies des acides aminks acides et neutres r&u&ant de I’hydrolyse de deux frac- 
tions &par&s sur DEAE-Sephadex en tampon phosphate. L’identifbtion a et6 faite par spectro- 
metric de masse. Hyp = Hydroxyproline 

-. 
CONCLUSION 

Le pro&d& proposC est plus long que celui bask sur le couplage GC-MS; mais 
il n tcessite seuIement I’emploi d’un appareillage classique de chromatographie 
d’acides amines sur resine Cchangeuse d’ions sans purification prealable de l’echan- 
tillon. De plus, les techniques B mettre en oeuvre sont simples. Seuls des reactifs 
faciles B manipuler sont utiiids. 
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Les auteurs dkrivent un pro&d6 simple 5 mettre en oeuvre permettant de 
&parer les acides amink sur un appareillage classique de chromatographie sur r&sine 
khangeuse d’ions puis de les estkifier par une nouvelle mCthode utilisant le dim&ho- 
xypropane ?I temperature ordinaire. Aprk purification, les esters methyliques des 
acides amink ainsi obtenus sont &udiCs par spectromttrie de masse. 
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