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(Rau le 18 dkembre 1978) 

SUMMARY 

Sensitive method for continuous detection of peptides and proteins using the biuret 
reaction and a copper-Sephadex reactor 

We describe a detection method relying both on the copper displacement from 

a Sephadex gel by peptides and proteins, and on the subsequent calorimetric deter- 
mination of the complexed copper. 

The system described is fully automated and it permits a continuous analysis 
of column e&rents. The choice of cuprizone as a detecting reagent for copper, enables 
one to bring the detection limit down to 200 ng for albumin and 60 ng for alanyl- 
glycylglycin. 

The specificity of the method is the same as the biuret reaction. 
Some examples of the possible applications are given. 

INTRODUCTION 

La detection des peptides et des proteincs en sortie de colonne Q chromato- 
sraphie fait appel soit 5 leur absorbance propre B 280 urn, soit ti leur reactivite, avec 
le reactif de Folin-Ciocalteu’, avec les ions cuivriques (reaction du biuret), avcc la 
ninhydrine apres hydrolyse alcalinez ou avec des reactifs donnant des composk 
fluorescents tels que la fluorescamine3 ou l’o-phthalaldehyde’. 

Les m&odes bar&es sur la mesure directe de l’absorbance des complexes 
cuivriques se heurtent a deux difficult&: un certain manque de sensibilite et une 
:ariabilite du maximum d’absorption en fonction de la nature du peptide ou de la 
qroteine. Ces deux difficult& disparaissent si l’on dose le cuivre lie aux pepddes et 
.!ux proteines. Ceci peut Ctre obtenu soit en isolant du cuivre en exces les complexes 
srm&?, soit en realisant la formation des complexes a partir de cuivre inclus dans 
:ne matrice insoluble6-8, C’est ce qu’avaient fait Grasbeck et Karlssong en 1963 en 
rilisant du MC~ fkC 5 un gel de dextran. La mesure de la radioactivite permettait une 
Ztermination particukement sensible. 

A partir de ce principe de reaction mettant en oeuvre une phase solidc, nous 
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proposons une mkthode de dCtection en continu des peptides et des proteines utilisant 
un reacteur cuivre-SCphadex et la cuprizone comme reactif du cuivre. Tout en Cvitant 
l’utilisation d’un isotope radioactif, nous conservons les avantages d’une d&&ion en 
continu et une grande sensibilite. 

MATERIEL ET METHODES 

L.es produits cliimiques utilises pour la preparation des reactifs et des phases 
&antes en chromatographie sont des produits purs pour analyse: soude, 0.2 et 
0.25 M. La fo_fmule du reactif du biuret est voisine de celle du reactif de Goruall 
et aLlo concentre dix fois: sulfate de cuivre pentahydrate 0.06 M, tartrate double de 
sodium et de potassium 0.21 M, soude 1 M et iodure de potassium 0.06 M. Acide 
borique, 0.3 M. Cuprizone, bis(cyclohexanone)oxalyldihydrazone 0.01 M dans l’etha- 
no1 B 50”_ 

La soude et l’acide borique sont addition&s de 0.5 ml dune solution de Srij 
25 a 30% comme mouillant. 

Les acides amin& et le glucagon ont it& obtenus de Calbiochem (Los Angeles, 
Calif., &II.), les di- et tripcptides de National Biochemicals (Ohio, E.U.) et l’albumine 
humaine de Koch-Light (Colnbrook, Angleterre). 

L’anglotensine II amide 5 valine et le lysozyme sont des produits pharma- 
ceutiques des laboratoires Ciba (Bsle, Suisse) et Ronchese (M&don, France), respec- 
tivement. 

L’immunoglobuline G a ete prepa& par separation sur DEAE-SCphadex A-25 
selon la methode d&zrite par Baumstark eb al.” 5 partir d’un pool de sCrums humains. 
Sa puretC a CtC contr%e par immunoClectrophorbe et son titre determine par mesure 
d’absorbance B 280 nm. 

La mise en solution est faite dans l’eau distilled pour tous les composes sauf 
le glucagon qui est dissous dans la soude 0.01 M_ 

Le Sephadex G-25 et le DEAE-Sepharose CL6B sont des produits Pharmacia 
(Uppsala, Suede)). 

Prkparation du rPacteur cuivre-Sephadex 
Une colonne de verre de 15 cm de longueur et de 3 mm de diametre interieur 

fern& a une extremite par un tampon de laine de verre est remplie de Sephadex G-25 
medium prealablement go&lee dans la soude 0.2 M pendant 2 h. 

Le reactif du biuret est introduit dans la colonne B l’aide dune pompe peristal- 
tique a la vitesse de 1 ml par minute. Une coloration bleue uniforme du Sephadex 
indique sa saturation. La colonne est alors rincec a l’aide de la pompe par la soude 
0.2 M pour Climiner l’ex&s de cnivre. Ce reacteur peut alors &e introduit dam 1~ 

systeme de mesure. 11 peut iZtre conserve plusieurs jours a l’abri de la lumiere sanj 
modification de ses proprietes. 

Description et fonctionnement du syst&m de dPtection 
Le systeme de detection base sur le principe de l’analyse en flux continu es 

represente sur la Fig. 1. 
L’etBuent de la colonne chromatographique dilue et alcalinlse par la soud 

0.25 M traverse le reacteur cuivre-Sephadex. A sa sortie, le flux qui contient les cam- 
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Fig. 1. Schhna du spt8me de d&ection en continu. 

plexes cuivriques form& par les peptides et les prothes est segmente par de I’air et 
amene B un pH voisin de 8.7 par l’acide boriQue 0.3 M, puis melange avec la cup&one. 
II se forme un complexe bleu dont l’absorbance mesurke B 600 mn A l’aide d’un color6 
m&tie B filtre interf6rentiel muni d’une cuve a circulation de 15 mm est enregistre. 

Si I’efIIueut a un pouvoir tampon vis & vis du pII, les concentrations de la soude 
et de l’acide borique sent modifi&s de man&e & obtenir un pH voisin de 8.7 avant 
addition de la cuprizone. 

Pour determiner lcs caracteristiques de la methode, les differentes solutions de 
peptides et de proteines sent pomp&s directement B la place de l’eflhteut. 

R~SULTATS ET DISCUSSION 

LG&ritZ. Des solutions de peptides et de protkines de concentration ckoissante 
sont pomp&s en contirm pendant cinq minutes chacnne: ce qui permet d’obtenir une 
absorbance constante. Celle-ci cst directement proportionnelIe B la concentration des 
solutions. La Fig. 2 montre les rkmltats obtenus avec l’alanylglycylglycine, l’angio- 
tensine II et l’albumine humaine. 

RPpPtabiZit&. Pour tester Ia repetabilite, une meme solution est pomp& 10 fois 
de man&e discontinue pendant cinq minutes. Avec une solution d’aIanyIglycyl- 
glycine h 0.1 g/l, la moyerme des absorbances est Cgale B 0.355 et le coefficient de 
variation de 1.3 %_ 

Sensibilitp. La concentration d’aIauylgIycylgIyciue, daus h solution colon% 
finale, dormant une absorbance de 1.0 est CgaIe 8 15.4 mg/I. Avec Ie syst&me tel qu’ii 
ebt dkcrit, ceci correspond B une concentration de 280 mg/I daus I’efflueut de chro- 
rr-itographie. Avec l’albumine humtine, ces valeurs sent respectivement de 47 et 

;.8:Omg/l. 
Compte term de la stabilite de la ligne de base, une variation d’absorbance de 

2 1OA3 sera facilement dkelable. EIIe correspond & une qua&t6 d’aI.anylgIycyI- 
g -tine de 56 ng et d’albumine humaine de 172 ng traversaut Ie dkcteur en 1 min. 
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Fig. 2. Absorbance eii ionction de la concentration de l’alanylglycylglycine (A), de l’angiotensine 
II ‘qm) et de I’albumine humaine (fB)_ 

Avec ie cuivre radioactif, Grasbeck et Karlsson’ enregistraient une deflection 
notable pour 120 ng d’albumine bovine dans un volume de 1 ml, soit compte tenu 
des conditions operatoires, 40 ng environ en 1 min. 

La sensibilitt est d’autre part li& aux conditions operatoires et ceci B deux 
niveaux: ?I celui de la reaction proteine cuivre et B celui de la reaction cuivre cuprizone. 

La Fig. 3 montre les absorbances trouvees en fonction du volume du reactem. 
kes rPacteurs sont de diametre identique mais de longueur-variable. On constate que 
l’absorbance maximale est obtenue avec des volumes de reacteurs diff&ents selon les 
composCs CtudiCs. L’augmentation du volume du reacteur permet d’allonger le temps 
de reaction entre les peptides ou les proteines et le cuivre. Les rtsultats indiquent que 
ies reactions sont plus ou moins rapides selon les composes. Le choix dun reacteur 
de 1 ml resulte dun compromis entre deux nCcessitb: obtenir un degr6 d’avancement 
de la reaction suffisant pour les composes qui reagissent le plus lentement et Cviter une 
perte de r&solution par rem&Lange dans le reacteur des composes separes. 

La concentration en soude & l’irtterieur du reacteur est voisine de 0.2 M_ Eile 
per-met d’obtenir la sensibilite maximale. Pour. une solution d’albumine humaine Q 
Q.400 g/t, nous avons note des absorbances de 0.31, 0.43, 0.46 et 0.47 pour des con- 
centrations en soude de 0.05, 0.1, 0.2 et 0.3 M. 

Differents auteurs1z*13 ont montre que la zone de pH optimum varie avec le 
temps de developpement de la reaction cuivre-cuprizone. Plus celui-ci est court, ~1~1s 
la zone de pH est etroite. Apres 5 min, nous avons trouve une zone optimale compri je 
entre pH 8.2 et 9.0. Elle s’elargit vers les pH alcalins lorsque les temps d’incubatig:a 
augmentent. L’inconvenient dune Ctroite dependance du pH aurait pu etre Cvite ‘11 
utilisant comme reactif du cuivre, le diethyldithiocarbamate de sodium qui don ie 
des complexes en milieu fortement alcalin. 
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Fig. 3. Absorbawe en fonction du volume du rbcteur cuMe-.Sephadex pour ties solutions B 0.200 
g/l d’alanylglycylglycine (A) d’angiotensine 11 (e) et d’albumine humaiae (@J. 

Nous avom choisi la cuprizone parce que Ze coeflicient d’absorptivit6 molaii 
du complexe est deux fois plus grand que c&i du diethylditiocarbamatP_ Nous 
l’avons v&3% dans nos conditions expirimentales. La Fig. 4 montre ks r&u&ats 
obtenus avec des solutions d’un &me peptide avec ces deux r&ctXs. De phs, 5 con- 

Absorbance 
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centration Clevke, les complexes form& avec le diethyldithiocarbamate sont peu 
solubles et ont tendance B prkipiter. 

La Fig. 5 montre l’influence de la durCe de rtaction cuivre+zuprizone mesurk 
5 l’aide de solutions pures de sulfate de cuivre pomp& 2 la place de l’effluent chro- 
matographique aprk avoir supprime le rkacteur. On constate qu’un dtlai trop court 
a pour consiquence une perte de sensibilite et de 1inCaritC. Un dClai de 7 min environ 
permet d’obtenir une relation 1inCaire entre l’absorbance et la concentration en cuivre. 
Nous avons retenu ce temps de reaction pour kiter un allongement excessif du dosage. 
Le maximum d’intensitk de coloration n’est obtenu qu’aprk 15 min. Dans nos con- 
ditions, la perte de sensibilitb est de 8 %. 

I 
Absorbance 

Fig. 5. Absorbance en fonction de la concentration des solutions de cuivre pour un temps de 
reaction de 140 xc (@, 280 xc (u) et 420 xc (A) soit 1, 2 et 3 bob&s de dilai. 

StoechiomPtrie de la r&action cuivr.+prot&ne.s. L’intSt de la rtaction du biuret 
est qu’elle se produit avec tous les composes comportant des enchainements poly- 
peptidiques. Cependant, il existe des diff&ences de comportement selon la taille de la 
molkcule. C’est ce que nous avons pr&isC en Ctudiant le nombre de N peptidique par 
atome de cuivre pour des composCs allant de dipeptides % l’immunoglobuline G. 

Des solutions de peptides et de protCines de concentration connue sont porr- 
pees en continu jusqu’A l’obtention d’une absorbance constante. Aprks avoir 6tC k 
rkacteur, une gamme d’ktalonnage de sulfate de cuivre est pomp& dans les ~&IX; 
conditions. La comparaison des solutions de peptides et de prottines avec celle de ; t 

gamme d’ktalonnage permet de calculer les quantitks de cuivre deplad. Le Tableau i 
indique l’absorbance des diffkrentes solutions pour une concentration de 1 mmole, . 
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TABLEAU I 

QUA- DE CUZVRE DePLA& PAR MOL&ULE DE PEPTIDES ET DE PROT&NEs 
ET NOMBRE D’AZOTE PEPTIDIQUE PAR ATOME DE CUIVRE 
Mzses mokulkes et aZotes peptidiques retenus: glucagon 3483 et 28, lysozyme 14, 400 et 128, 
albumine 69,OOCl et 610 et immunoglobuke G 16Q,OOO et 1555. 

-- 
Absorbance d’une Cuivre par molkcule Npeptidigue par 
solution ri I mmoljl de peptides OK mohkule de cuivre 

protkines 

Sulf&e de cuivre 0.80 
Glycylglycine 0.83 1.04 0.97 
Glycylalanine 0.88 1.10 0.91 
Alanylglycine 0.87 1.09 0.92 
Alanylglycrlglycine 0.74 0.93 2.15 
Leucylglycylglycine 0.90 1.13 1.77 
Phenyl~ylglycylglycine 0.78 0.97 2.06 
AkmyUeucyIglycine 0.94 1.17 1.71 
Angiotensine 11 1.86 2.32 3.02 
Gluczgon 5.23 6.53 4.29 
Lysozyme 23.4 29.2 4.38 
Albumine 79.3 99 6.16 
Immunoglobuline G 256 320 4-86 

le nombre de mol&ule de cuivre dCplac& par mokule de peptide ainsi que le nombre 
d’azote peptidique par molCcule de cuivre. 

Ces rCsultats ne peuvent prktendre ttre une mesure absolue de la quantitk de 
cuivre complex& par un pepfde ou une protkine puisque le temps de rktion dans 
le reacteur ne permet une rktion complhe que pour certains d’entre eux et qu’en 
outre nous n’avons pas contr616 la puretk des produits essay&. 

Ces rapports sont cependant en bonne concordance avec ceux trouv~s par 
difkents auteurPJ5 et sur lesquels sont actuellement bask les schkmas de !a structure 
de ces complexes. La seule divergence notable con.ceme les dipcptidzs. Tous ceux que 
nous avons essay& Cluent du cuivre alors que GrSsbeck et Karlsson9 ne not.aient aucune 
Clution de radioactivitk pour la glycylglycine et la glycyltyrosine. La plus forte alcali- 
nit6 du rkacteur (3 N) est la seule di&ence susceptible d’expliquer ces r&&ats. 

Globalement, la mCthode d&rite prkente les avantages de comportement 
voisin des mkthodes du biuret, quelles que soient les protkines, en opposition aux 
m&odes de Lowry er a1.l ou de mesure & 280 nm dont les rCsultats sent trk dkpen- 
dants de la presence de quelques aminoacides seulement. 

SpPcificit& du &tecteur_ Nous avons CtudiC l’interfkrence tventuelle des acides 
aminks et de composts varies qui pcuvent entrer dans la composition de solutions 
Chantes util.i&s en chromatographie. 

Pcmpks en continu, les solutions B 0.200 g/l des acides amin& suivants: 
,g; jcine, alanine, valine, leucine, acide aspartique, acide glutamique, asparagine. 
,g: J&mine, arginine, histidine, lysine, methionine, proline, phenylalanine, tyrosine et 
t: ptophane ant entrain6 un deplaccment de la ligne de base d’une valeur correspon- 
d nt Q une absorbance de 0.005. Leur rkponse est done environ 50 fois plus faible 
9 2 celle de l’albumine. 
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La cyst&e, la serine et la threonine Cluent des quantites de cuivre plus im- 
portantes. Pour ces trois acides amines, l’absorbance de solutions B 0.200 g/l est 
voisine de 0.100, soit au moins vingt fois sup&ewe ti celle des au&es acides aminb. 

Pour tester l’infiuence des composes qui peuvent entrer dans la preparation de 
solutions &antes, nous avons prepare des solutions 0.1 M de ces composes que nous 
avons pornpees en continu & la place de l’effluent. L’augmentaiion de la ligue de base 
par rapport 2 l’eau distill&e indique les substances susceptibles cl’eluer le cuivre sans 
empkher la formation du complexe cuivre-cuprizone. Pour rechercher les composes 
susceptibles d’iuhiber la formation du complexe cuivre-cuprizone, nous avons 
prCparC des solutions d’albumine & 0.200 g/l dans les differentes solutions pr&cCdentes 
et note les modifications d’absorbance par rapport a une solution d’albumine dam 
I’eau. 

Les ions chlorure, phosphate, acetate, borate et l’uree ne modifient pas la 
ligne de base et sont sans influence sur l’absorbance de la solution d’albumine. 

Les ions ammonium, citrate et le barbital entrainent une augmentation legtre 
de la ligne de base qu’il est possible de compenser, et une augmentation Cquivalente 
de l’absorbance de la solution ci’albumine, 

Le tris(hydroxymethyl)aminomethane, la glycine, l’ethyl&wiiamine Cluent le 
cuivre en quantite importante. 

L’EI’TA empkhe la formation du complexe cuivre-cuprizone. 

Applications 
Cette methode de detection des proteines et. des pcptides est utilisk au labora- 

toire pour stlivre la separation des immunoglobulines G du iiquide cephalorachiden 
(LCR) et des peptides des urines. 

La chromatographie des proteines du LCR est faite sur une colonne de 
0.9 x 30 cm de DEAE-Sepharose CL6B equilibree dans tin tampon phosphate 0.01 M, 
pH 6.5. 

La Fig. 6 montre I’enregistrement d’une telle separation avec detection en 
UV B 280 nm 2 l’aide d’un appareil Uvicord L (LKB) et par la methode proposee. 
Les immunogIobuIines G qui apparaissent dans le premier pit sont CIukes par un 
tampon phosphate 0.01 M, pH 6.5. 

Un millilitre dun LCR, B 1.2 g/l de proteine a CtC depose au sommet de la 
colonne. L’elution a Cte faite a la vitesse de 0.3 ml/min. Un tiers de l’efhuent sert Q la 
detection, la somme des proteines mises en evidence represente 400 pg. 

On constate une bonne superposition des deux modes de detection qui indique 
l’absence. d’un remelange du fait du detecteur cuivre-Sephadex des composes separis. 
De PIUS, on peut se rendre compte de la sensibilite de la mkthode proposke par rapport 
a une mtthode t&s classique de detection des proteines. 

La chromatographie des urines sur Sephadex G-25 est faite dans le but d’isoler 
les peptides des proteines et des composes de faible poids,mol&culaires a partir dr-s 
urines de malades souffrant d’tnsuffisance r&tale. La separation est realist% sur UIX 
colonne de Sephadex G-25 fine de 0.9 x 60 cm. Les urines prealablement lyophilisks 
sont reprises par de l’eau distillee. 

Une quantite correspondante a 5 ml d’urines fraiches est diposck au somm ,t 
de la colonne. L’elution est realisee Q l’aide d’un tampon acetate d’ammonium 0.02 !! ‘, 
pH 7.4 B la vitesse de 0.3 ml/min. 
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Fig. 6. Chromatogramme de 1 ml de LCR B 1,200 g/l SIX DJZAE-Sepharose CL6F3 avec detection 
UV B 280 nm (- - -) et detection proposk (- ). Un tiers de !a quantitk totale de prot&es, soit 
#Opg, traverse les dktecteurs. 

Un tiers de l’effluent est dir@ vers le syst&me de detection, les deux autres vers 
le collecteur de fractions. 

L’effluent fait Cgalement l’objet d’une dduble d&e&on. Le trace de la Fig. 7 
correspondant B la mkthode proposCe montre 3 pits principaux. Le premier corre- 
spond aux composks exclus du gel. Nous avons pu y mettre en evidence des protkes 
par immunoClectrophortse. Le second contient des composCs qui, aprb hydrolyse 
acide, donne des acides amink. Dans le troisicme, on constate la presence des acides 
aminks urinaires qui doivent vraisemblablement contribuer de manitre n&n nkgli- 
geable & la transmittance constatke. 

La detection UV A 280 nm montre seulement deux pits. Des composCs de 
nriture non peptidique absorbant B 280 nti contribuent pour une large part B l’impor- 
knee du deuxieme pit. La sptcificitk obtenue avec le rtacteur cuivre-Sephadex s’est 
;? i nsi rCvCEe particulikement intkessante pour isoler les peptides urinaires. 

Nous avons enfin reali& la chromatographie d’un mklange synthCtique de 
r xptides sur Sephadex G-25 fine. La separation utilise une colonne de 0.9 x 100 cm, 
1’ iution est rCali&e 5 l’aide cl’adtate d’ammonium 0.02 M, pM 7.4 B la vitesse de 
i : ml/min. Le melange analysi est composk d’alanylglycylglycine, d’angiotensine II 
c iie lysozyme. La Fig. 8 montre le resultat de la separation. L’ordre de sortie e’st le 
5 ‘vant: lysozyme, alanylglycylglycine et angiotensine IL Ce demier peptide est 
r enu SUF le gel de Sephadex dans !es conditions de l’exptrience. La diffkence con- 
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Fig. 7. Chrornatogramme des urines sur Sephadex G-25 avec detection UV B 280 nm (- - -) et 
dktection proposk (---). 
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Fig. 8. Chromato gramme d’un rn&nge synthetique de peptides SLIT Sephadex G-25 avec dite& n 
UV B 280 nm (- - -) et dktection propoke (-). 
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statee entre le track de detection UV B 280 nm et celui du dCtecteur proposk montre 
l’int&Ct de la mkthode pour des composts tel que l’alanylacylglycine qui ne possedent 
pas d’acides aminks aromatiques susceptibles d’absorber 5L 280 nm. 

CONCLUSION 

La mCthode propoke permet une detection en continu des peptides et des 
protkines dans les eluats chromatographiques. Elle est simple 2 mettre en oeuvre et ne 
n&essite que des rkactifs chimiques courants. Elle est sensible et reproductible. Elle 
d&cte tous les composks de nature peptidique tout en prkentant la spCcificitC de la 
reaction du biuret. 
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Les auteurs dtkrivent une mkthode de detection basie B la fois sur le d&place- 
ment du cuivre 1% A un gel de Sephadex par les peptides et les proteines et sur la 
determination colorimCtrique du cuivre des complexes form&. 

Le systkme est entikement automatique et permet une detection en continu en 
sortie de colonne chromatographique. L’utilisation de la cuprizone comme reactif du 
cuivre rend possible la mise en evidence de quantitk d’albumine de l’ordre de 200 ng 
et d’alanylglycylglycine de 60 ng. 

La mithode possede la spkificitt de la rkaction du biuret. Des exemples 
d’application sont donnCs. 
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