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CHAl'I·:rR gB 
----------

1 ~étude de la [;truc ture des protéines peut ùtre abord~:~ 

avec succès par l'identification des polypeptides résul~ant do 

leur hydrolyse partielle, dont il existe d~ux types essentiels, 

l'un réalisé par l'action ménagée des acides (acide chlorhydri-

.que ION à 372C), l'autre par les protéinases. 

Les principales objections que l'on peut fomuler en-· 

vers l'hydrolyse acide partielle (HCI IO li à 37QC) sont de deu~ 

ord:res : tout d'abord au cours de cette opération, il se forme 

un très .,grand nombr·e de petits polypeptides (di- ou tripeptide:J. 

En second lieu, l'hydrolyse a ci de n'est pas suffisamment sélecti .~ 

ve. Certes, il existe des liaisons peptidiques plus labiles, com

me celles auxquelles la ~3érine ct la thréonine participent par 

leur fonction aminée (Dl~SNUELLE et CASAL (9] ) 1 cu plus résistan-

tes, co:n10 celles auxquelles ·participent la leucine ou la Valin<.:"\ 

(SYNGE [ro] ) . Au cours de 1 9 action de l'acide, la "n~-~u~"- des 

liaisons peptidiques semble donc conditionner partiellcmen~ leur 

rupture ; par contre, leur ":eositton" a relativement peu d'impoJ:>

tance, ce qui peut sc concevoir aiE6ment si l'on conoid~rc que 
] ~ 

es faibles dimensions clG 1 'ion H · lui pc mettent d 1 abc>rdcr f::_-

cile-,el1t tou~ 1 os points de la cb~~îne polypepti di que. 

1' hydrolyse mch<lg6e de~> prot éincs par des act des ~j-\~~-:.E: ·~ 

(IICI 1:{/ IO, so4H2 ~ IO), qui perw;:t une libération I!_référ8nt1e~.
led'acide a"p::n·tiquc, L'AH'J'EIJJGE Lr~ . m.Ac::num (r;-1-:· B~;~.~~~:• 
et I)IGACliS fr3J ) , per"lwt d.é:ih d'. o~:.tc:oi r l'·~e ''Ci co"· . 1 . , _ .•• ., .• _._,._,lon JL.U~j sel .. ' ·-

..., .. ------- ' -
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~ de la molécule. 

Au cours de l' h/drolyse enzymatique par les protéina~3es ~ 

len f'nctctn's "po si ti on" o··, "nntv.re 11 des liaison.s pepti di ques in

terviennent tous deux d 1 Uile façon sig:tüficati ve. Dès lors, ce mo

de d 1 
<:.'l .. t·i;aque de la rr:olécu:.e semble r;lun favorable, d' auto.nt plus 

quet pour de no·1breuces p::otéinen, 1' <:wtion dus endopepti dases 

s'ef::t . .'cctue suivant une lo:. du "tout ou rien" ('riSELIUS [r4] ) 
c 1 est-~.t-dire que les molécules prot,Siqucs .sont dégr2.dies "compJ.(

temcnt" les unes ap:rùs le;; autres ct que, par sui te, les produi tf:.> 

i ru. ti aux ct tennJnaux d 1 h;rdrolyGe sont i denti que.•3 e Deux endopep

tidases peuvent ûtre util:.sées ~ la pepsine et la chymo-Grypsine ( 2 G) 

Les .rémü tats qne nous rapportons dans cc travail, ont 

été obtenus uniquement au cours de 1' hydrol;y.se pepDique de la :;é

ru:-n-al bumine. 

C{) Vab .. (hté C~G :.a "1oi di1 n-t;t)td; ou rie~.1 11 
• .. _____________ ---· ------'-·-----~--------·--·-

tr[~.,~~>:fo::::r./c cp pol;ypuptid·~S S<lns que l'on pL.!Ü::se nL;·i:;·t;r::.; en (vi\J.z~~l·-· 

ce de p:t'odui t;_; in(;cz::1édia: .X\:;s. I,or:.:;r._tu' on f;ou~,tot à 1 1 élcc'GJ.'CJil}lo/·è:::;c 
d o • ("'o' 

Lt::ù;.r:.;;;ti olle cer.:; pro duj: ,f_; d' h:;él.roJ.;y-:::;e y on pe:trG i (} ... mtin. c:c pJu-

~iiet.u·:::; i'r~.ctions u:}mrt de,; Hlobilité;; cl:i.i'J:éreYrL:es, A pH 5 9 9v on 

décèle ' 
9 fr•.)c~i o·,~'-'' n·;··o'L·)··b· '"'TIC,·tt co··i'·r•le'CC'' (lLti r:•<> ., •. ~.0°·I'-~l· '' 0 ("1-1. - ~~ ... . .. -- •..J r 4 , -~ .. "' , ~ -·- ( ·. J:... • .J ~...., ' .. __ ~' - ... ,_, ..... ~.. lJ.. , _ _,......., ., ... ~l 

en 3 .r·rouJ;U" CLIC nou,.... •:tvo·''> '1'l,..'li·i'j{~ Tc····llccti··"'·ncr•c de 1'1)·1:--,iro),,.l, '···' - o..J 1 . . 0 (.. . ..... . .... '-4• • - - • • L.) ~ ..... • ... .. • 1 (.. -~ .... '"1 '•'1. \..• ~ 

11

n;:L:·G·,.-c~' u·:; 11 ,l.cido 11 ~ l'.u C!.•t'.:r-s duL~ 2?.Eü'·:j.:!_:.;_C;1_.Q}··~A~~2 <·:2 l 1 c~ct1cn e::,·:,,· 
,,.-,-"J.. (]''' (.> 
(!J.L,.V -·'.;·- "t 

do:; v:·1·:!. ~'.:~:!.on;'. cw:1nti·L~tti "t:S de CC8 di v.:.;:.c~;es ----- ----------·--- ------------- ---~----- --

-
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Toutefois, ainsi que l'ont montré Dl~SNlŒLLE &~ et 

MORTNG-CLAESGON ~ ~ pour l' ovalbumine, après . ce stade initial 

de déc;radation rapide, les gros peptides primi tivomcnt for:nés 

semblent subir une dégradation lente qui les tro..nsforme ei:1 tri·

ou tétrapcpti des o Nous avons également constaté ·que les diar;rc~nl

mes d' électr·ophorèse d'hydrolyses pcpsiques pl"olongéeG ( 48 h.,) 

se simplifiaient notablenent par sui te de la formation. de petits 

peptides qui possèdent d~:s <?O~portcmcnts électrophoréti ques assez 

voisins. ( voi.r fir;ul'e a 8 et 9) 

/~ ) co / • f" . . / d 1 ·- . ,.; - ~J2.Qf}.--1Clt:e 2.C'GJ.Ol1 de la Eensine. 
. r: ") 

FHU'L'ON et DEHGFANN LI~, h l'aide de substrats 

ques, ont dE~:nontré que lL pep,sj_ne ro"lpt préférentieJ.lem,mt l(t 

lio.ison pcptidiquc for'!éc pu::c un groupe:'?'l.ent ETniné apl)~ü-tennnt b. 

un acide a~11iné aromatique (tyro~ünc ou phénylalmüne) ct par un 

carboxyle provenant d'un acide aminé qv.clconque, ,·anis de: pnSf\~

rence toutefois, de l'acide glu.-tamique. 
\\ 

B~~crnnJ_o -1.:_ : carb0bcnzoxy-L-glutrutyl-L-tyrosine. 
Î."" ~ ~. 

Cependant, il no scr;;.ble pas, co<rr:no l'av<.üt CI'U JJCUGI.:i'.i·U,. 

que 1' on puis~;e on déduiï.'c une loi génél'n.le de spécificité d'ac

tion de la pepsine sur les peptides ou le.~;; protéines. lLI\lŒ.Ir!G'rON 

et PITT-HIVEHS ~~ ont d'ailleurs dém.ont1~é qu'un dipoptide:co:n::<e 

la tyrocylcystéine, qui contient une ar1lino-acide uro11ati que du 

cOté carboxylique de la liaj.son pcptidique, est hydrolysé pal"' 

la pepsine. 

Les travaux récents de SANGER et '.rUPl)Y (!~ su:c les 

hydrolynats pepsiqucs d0 chr:Snes polypeptidiques de 1' insuline 

oxydée, ont permis d' .2.!g;~:-~ir sérieusc::Jent la Sl)éC~fiEit~ d'action 
de la pepsine : ---

fHW.t po:ccc:r des deux 

-
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a:ru.nes nromutigucs. 

Exemple - PHJ3 PHE .... 1' 
b) De ph.t3, 1' HGtion nt eGt pan touj l)u.rs li mi t6e au:;~ 

lüür.on3 8.djüccntcs nu:x: acides amin~~s fu··omE~tiques ; des cnch:::Snc

mcnts comrnc - leu - val - ou - ala - lc.~u - fenvont ~-Gre scindés. 

Il en est de mt::no pour la séquence - ghrt:J.min~rl-histidine. 

Donc, en conclu~ion, la pspcina posGèdc une spCcifioi

-Gé d: :let ion a:J.soz lurt:,c, beaucoup pll.!G 1<:.1.rce en tout -cm3 quo ce: Li_(: 

do la chyr!?.otr;ypsi:n.c 'et de~ la tl'yp~;ine ; elle ocinde to~~~~f.oi s 

dt;; PT\~I"rr('n""o- .(JC., 11.' ai L~Q}1" ac1i·~<"C',1"l-nr.- ''ll~C r/~<"::1. ÔH'3 cle 'lct·~ir1 A ---·--"" _ ...... , ., '-"' A .v __ ._:__·-.... :;.:.,!;-_' -·~:.2....-'-·.::_tL~:. .. ..:::...~~~·=> ..... ~ v~ .... -.,, - - ,; ___ :-:.::.' 

quos d'ovnlbusinc, cio criD-~2.-ll•u-min~~ c·t de{} -globulines, (1Ui 

noun pclil10t d.' étudier la 3pécifj.cité de la p:;;psin~ du cùté :::r:ün:.J 

de la litüDon uoptidiquc, nous a po::.!ais de conclure à une ht)ï(~.c.<.:;é·-
'\ ~ 

11 ; . "'- , d f . l. • d l' 0 !- ' d. .J , ,· Î -- ( l"'I (,.,., R · ül ve HC"t>..:..lOn ~m::; nl.'~~lqUG C1G CCG l. VCr~:C~) pro Ce_ Le:.> .) ·-·c',_:i_'_r·_:~ 

et OSl:LUX [?-~ ) ~ Ca i dcntific, en c:f:;."et, les n:0::1C8 ET'-~>.'1ir;.c-
o.ci cle;f.> .;thérc;;olublcs, en p!.ùp(;J:·tion~.> d: o.illeurc co~Jflt.:,:.cr~blcs, 
d 'ln"' 1 ' . . d ' , . , . f' , , , 

< 
1 

._, c;s Cü vcrG hydrol;ys:_::rcr-:; pcp:::.:~qucs o pro·cclr:wo c.ll.· ~c:cum~c:::;. 

(figure IO) 
0 

( 3 ·) .:... Aprè3 t nütw·Hmt p'.1 .. :C le di ni tro .. ~:t'lucro bcn~ène (D>fl:'B) ék.;; 
hydrol;;nJats onz~r:o.a·t.ique:::;, los DJ.·JP-·_pcptid.es 2-.insi obte~'l.U:~ 
pouverrt Otrc séparjs en 3-fractiono principales par ext1~~ 
tio~1 2.vcc 1 'ac~~t8.tJ ct' éth~Jle (l!'raction I) et avec 1 e 1·-':·:·-l·N. -.. 

- ....... _v ........ , ) . 
( Th··~~c·:-; o··1 II) 1" -."r'~ 0 init'~ l'e";t·)n·(; en ~l 1 "")"'ï1'-'l. 0'1 c.1·-"•1'-. 1 ----s..._ ... v.._,. ! ·- 0 .. - :·-' l,...-~ .L-" ~ '· l~v• "' ""'--' '" 1-'• '-'- .I..,J J.. \.LI,.~ IJ -~ 

ph;;1.r:;c nquct:Gc <n·è:~; d~ux e:xt:ct~c"Lio:o::; constitue la J!'::n.'.ctÏ;ü 
III o Les f1·~~.ctiomJ I, II et III de DK2-PGJ)ti<.kD ::.ün~ü Gé·Y··-· 
rée~; sont hydrolys ~er) par HCL 5, 6 fi pend;_m"G 7 hül.U'C8 h "- -
IOOQC. Fin:c:.J.c;:l<m-G, do co:3 h;;Idrolyo::~ts, on peut c::-d1·air·e lu,, 
D-l.rn_ •• ..,,..J.·' """Cid·'"' ~+'·c~"'O'""Ol· 1 ble•··· ' .: · ·· - · · -1- ' • ·~ .~.L ,_v".n';'"'--l~,..:. Cv.L~- ·: l.t '" qUJ. p!OV~CilTIC11~, Cl(;rlC deG :~~C:.i.· 
des. arnlncs qu~ :r;o:::>:~')d~·,J.cnt. un t:;rour:cmcn-'~ C{ --HU lib:ce ::.\

1
_1 bou·~ d·~ la chqJ:nc -~'olype_pt~ di qt:::~ c 2 

-
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Teml'S d 'h"tdroly &e..: A = i h•ura 30 j 'B:. t heaare.• 
Temf'erohH·e. : :31 °C. - rH = 21 0 2. 

Ra\"r·C),.~ ~n~'irne. /su b•tra+- c. 1/1 t;S . 
Fïu 6 f"IG r 
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FIG 10 _ 
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F.A. t-1 _ __....,_ 

FI(:,. 9 ( LJ8 heured) 

F\Gr. 8 et 9 -: 
S\M~LH=tc.ATlON "])E5 

Di a'1Nl\'Y\"'e~ d 'tlee.~ro f"hor~s4!.. 
o.u c.ovr~ de• hydrolyses ref\siq-t.s 
'' P R 0 L 0 N &-CE c;. '' ( F• ~ 9) . 

F"lG,lO.: 'IDENTITE Jof'\cle. 
c.om ro,.t-e_rne,d- cl\romatoqtof'h. 

-dea "l>NP- o.~ùno~de.s de..s cliver$e 

.fr--Cl.eh ot\ ~ (vo·, ,., n'tt. "5.)ole'bMP_ .I'~t; 
res\J!~ont ch .. 1 hydl'olyse re.f'Si9ue 
de. c..r,~hllbt~mine(IIrde. v ..... ~";L r 
(Ir) • Ï / ~ODU,l ~~-$ 

1u 
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Cette constatation conduit à penser que l'action de la 

pepsine sur les protéines co1tme la cristal bu:nine, 1• ovnl bumine 

Ct les r- gJ.o bulincf1 - dn moins G.UX strlclCS ini tiCl.l.lX d 7 hydJ.\Üy-

se, -s'effectue en des points précis d~ la mol6cule. 

. -, 
' ' 

()) - r_~j-~:3 mc}é~~1air<] ___ ~~~G P~!]d~l._.i.ts duhY:_drol;yES:...P._!E~:~~S!~::: 

La loi du "tout ou rien" ne étant pas toujou.z·s entière-

ment valable dans le cas de l~hydrolyse pepsiquei il est évident 

que le poids moléculai.re moyen des pcptidcn libérés dépend des 

conditions d~hydrolyso les diff~rcnts fa~tcurs V3riables étant 

le pii, la température, 1a quanti té d 7 cnZ;it'T!lG j le tcr.1ps dr hyd:r·r.;lyf.;e 
0 

CURlU~ ct EULL [2~ ont démontré que .. les peptides résul-

tant de l'hydrolyse p0psique de l'ovalburünc peuvent lHx·e divisés 

en deux grande~J :fractions : 1 'une dont le poids mol éculai re ezt 

voisin ou inférieul' à 2000, 1' autre cansj.stnnt en de e;1~os frag--· 

mcnts de poidE: moléculaire de l'ord:~.~e de 30.000 (figure II)~ Les 

conùitinns qui fav0risent l(accumulation des pep·èidüs de faible 

poids moléculaire S(.lnt 

I) des valeurs de )H voisines de 2 ou lég~re~ent sup6ricurcs ; 

~ 2} une température nsGe~ basGe, aux environs de 30!1C ; 

3) den quanti tér; irr.portLntes de pepuine (rappor-t en2iy:Ile/sub.st:cat =: 

I/I66) 

Invcï:-r-;e;~:e trt le.s candi-ti ons qui f::wori sent l' c:ccumuJ.a·, 

tian de[; peptides du h.o:->.u-t poids mol.{culnir·e nont : 

= I) des V<Üeurs b2.1.~:;es de pH (I,5) ; 

·~ 2} der; tcmpéro:tm ~s phu élevées ; 

3) des quanti té8 jJlus f:.i bles de pop sine .. 

L'étuùe ~aectr·orhol'é-~i<~ue de cc3 d~mx modalités d'b;y<h'o-

lysè pepoiquc nous a pcr~is de mettre en évidence des différences 

re'YJarquo.bles dtO:.llS la CC):1plcxi té des diB.t:l~:é.1.'!1;!1CS (fi(;t~re 12 e-G rs) 
~ ~ 

i 

• 
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F"l c;, 1 i 

Me..4S.ure. du ~oida '""olé.c.ula"•r& d•a. "~f'+iclea i 
d'un hydrotyr.at t'•r•iqua (dar,.•• CJJRffiE et9utj 

c.ourbe -! : O.VOt'\t rrec.ar j tQ #-io, fric'A/ortLCé./if"f. 

cou rb~ 2. : ~re a , , ,, ,, ~. 
, 
l 

1 
f • 

J>·, a~ ra mmes à' il ec~ ~'01' ho rè.se. 

d ·un hy d ro 1 y SQ.l- ('tf' si C\'·UL ( fo""~on • 
FI Gr 12. Ft G 1. 3 t'ffG). 

1 C.ol'\~~io"s ex('i,.imenfo..lt!J 
de CU/tRiE c.J- ~CJL..L.. 1 

a~ m ~to.ti o" c;{ L. ~ 
"'he.J-its t'e.J"1itA~\''' ,, ac:.evh\v]otio" ~e. 

q,..a$ f'e.f'+i du • 

• 
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• .Q<mdi ti ons d' h][d:r·ol)if-3C ndoJr~ôcs. 

---
Au cours du t:ravnil que nous présentons, les d0ux types 

suivants d 1 hyd:colysc pep si que ont é·cé cr;1)loyés : 

Tyre nQ I- la cristalbmaine (ou la sénnn-albunüne), 

éloctrapho:rétiqucrncn-G ho:-·16t3;èno, est hydrolysée 5 ho ures ù 37Q C 

dans 1 1 acide chi :;rhydriquc [!/IO par la pc1)sine crist8.11iséè ù la 

concentration de I/300. 1 1 ac:ti vi té de la pep aine est ensui te in

hi bée par chuuf:fa~c pendant 3 minutes à. 80<!C, puis l' hydTolysat 

cs·~ dialysé à 5<!C cont1·o 500 m.l dr eau distillée, qui sont renou-

velés qu.cticUemw·.1ont :pendant IO jcvrt:>. J.Jcs liquides de dialyse 

( 4-.) sont concc:·:t:cés o8par·é~am1t coPs p.r·c3~,io:;.1 réduite 8. une tem-

P ' 1_.., -'· • ' .. 1 ' ' • , • 1 , . d c a~ure qu1 n cxccae pns 352 a 402C~ ~1na~a~cn~, cs res1 us 

oont d.e.s~~éc~16.::; sou3 prcs~:ion réduite en préccnce do po·Gan;::e caus-~ 

tiquo pcndo.nt 8 joE:c[', pu.:Ls fina:c:-,:.c:i:.:t pulvéi·isés. 

LY.2~~ 2 - la CJ."istalbu~;ünc est hydr-ol;ysôe pendant t~ 

heures b. 30Q C 8. pJî 2, I par la pepsine cristallisée à la concent:L'D.

tio:a de I/~CG. Aprèr:; aju~tcr:1cnt ~J. pli 4,8 de l 'hy·ürolysu:~, la p1·o

téine l'octante est pr·écipj_t~G pc.~r chat<.ffa,r:e ù I002C. Ap:cès :fil

tratio:"l, 1 'h;y clrol~r::;at est so1..u;1iG h t:n fractionn~mcnt tr·i c~:Üura:iS··· 
tique (voir page r~ ) 

Le a l"é:.:;ult:~ts fcurni s pur ces deux types d' hyd:colyse 

ne sont pao erd·,i è:r·c:::c;.1t co:!1pru·able=:>. D! une palt, les conditio;:w 
d.' hy dro 1··r•'e "'oYl·l- c'~f ;-·/..r,..,·· ·:·,..., ,, D' ...,,l+.J.--., l'~' :t·"t lo 

t.l -...> ........ /...:. "" l..A, ..... """ \,.t .l J. 1..· "' • .) • <..l.... "' '-' .1 ~1. , 

(4.) -Au cours de l'évaporation d~s prcïnicrs liquides de dialyse 

- qui conti cr:.1'1CU"G -u.ne faible quantit6 d 1 a ci de chlc:rhydx·j_ que _ 
il peut se produire une hydrolyse partielle de polypeptides 
avec libération dr amirlo-acidés. Il n'y a aucun inconvélücnt 
à ncut:co.liscr ces pl'C!l.iG.r·s dialycats, c2.r le fractionnc!·:~ent 
ultériet~r de ces pollpoptidcs ( électrod.iB.lysc.s: ou chromnto
r:r~-.l.phic SUI' J•&)il1e~; ~.>. éc':~[tl10e d 1 ions) pt;:r·:!1Zd; d ~ élirtiner le 
sel nentrc L.tin:.ü for·:116. 

• 
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des polypeptides est égale·1cnt différent : dialyse dans un cas 7 

précipitation trichloracé·sique dans l'autre. Or, ANJTINST~N ErbiSJ 
1.- ,..1 

a montré qu'en partant d 1 u~ hydrolysat p cp si que dont le poids mo·-

léculaire moyen des polypeptides cor·respond à des ç~tope'Q~~~~' 

le dialysat est constitué principalement par des tétra:p.cpti des, 

tandis quo la fraction non dialy[~able cor1prcnd surtout des undéca-· 

POP.tid~~· 

En concltu;j_rm, 1 'hydrolyr;e pcpsique pc-~raît assez npéci

:tïque. Elle sc fai·G en pl;J.Sieul"s stades : un stade de ru1Yture· en 

"gros frat:,'Tnents" (poidG moléculaire dt: 30o000 dans le cas de la 

crintalburninc c·i:. de l'ovalbu::!ine), .suivi d 1 unc hydrolys3 "explo~· 

si ve 11 suivant la loi du 11 tout ou rien!) o De toute fe::'-(] on, elle pc:J.:·

mct l'accumulation do pep·tidcs dont le poids molécul2ire moyen 

co:crespond à des octop.:;pti.dcs, dont la [;"trv.c·cure pourra ùtre déte1:·

minée. 

'\ 

• 
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C II A J> I 'r H E c ,_ 
-------------------

J_Jl:S :~E~'JiODES JJ1~ J.I'RAC'l'ION1Œi11m'1' D'UN HYDROLYSAT EN:;YMATI (~lm 

-------------·--·-·-··--·-~------------~----------------·---· --------~ 

"Houe avor?.s un crund besoin do méthod';:!s 

dov::-xt"G Gt:ce O. la fois d.Ol.lCC8· et ef:tic:::cc:::,~ 

A. TIS:l:~I,IUS - Estra.:cto d.;::.i Hendico::J.ti 

de II 1 I:::;"Lituto GU})Or·to:ce di :38..ni·~c~ -· 

'~ltuae XIV, I950 -

La. ;·néthodu d 1 hyürolyr;e popsiquc n.ous 2.pparclt donc 
,..... • , "\ , t L 11 par:caJ.·ccTJwm; utilisable. J12. seule objection i":~por· mne que en 

puisse retenir envers el l'~ cr;·(; la pos~d bi lité ù' une "resynthès~ 11 

protéique ~L purèir ù~~;::3 po:.ypcptidos pl'ü1iti ve·nmTt for:llér.;. L!é~j.s il 

par2ît o.ctt:cllcn:cnt bion dé~r:o11tr·é, CO"'J:'w le dit jUf3'to··1cï:rL 

D~~~l:HJJ!;L:LJE [2~ . , cwo "J.e cl.:::~nc;c:c précr.n1'~é p2.r ces ph6noml;nes pu:t·~~
I.C;J. "t..03 de ::r,,_nrU.1.è,(.'.e' 11,~ '1.o_·i .,.. ''""' ,, ro,~...,..·L· cu'Y'';')E.;~li; Prr~tcr· les c:.;n•~l· 'i ,,,, ,-, - ..._ V .r:·<-;...._> .. .Jv.L.. _t -.... •• ..... ··.r. ,_.. ·-•!.''-"I.:.-

t~,-:·a,~··"" ...... , v \...~-'- .._, r L:. con di t:Lon bi ua entendu qu'il::; ·cr':XJ2il]_e: .. ü. pemb.11'~ c1.c 2 
te:np;; r·aLsom1<'.:)lcr; :-:..vcc- d:!D j)l'ot\Sin83 et d:.);:J enzJ:;rres p~u·f:ü·l:.c:t8:n:~ 
pux·ifùb 11 (cf. c~~;:...t1e~:~c~;:t ~~D'!.'I,Jm '~t coll [2':5] ) • 

~)]_\_~-

• 
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de nos recherches, nous avons rapidement constaté, dans le cas 

de mélange provenant de 1 'hydrolyse enzy1natiqv.e d 1 un substrat 
1 

cc:nple:::e, que 1 v emploi d' J.n seul procédé de süpa~cation ne nous 

pcrncttr:J.i t pas d 1 arriver au stadt; idéal de fre.ctionne:ncnt total 

en polypeptides "purs" .. D'ailleurs SANGEH et TUP.PY l21l {hydro-
l' "' . 

lyse enzymatique de l'ins . .tline oxydée)~ LI et 'l'ISEJJIUS [28] (hydr-v-· 

lysat pepsique de l' AC'l'H} on·~ également fait cette remarque et 

ont couplé de no··'lbreuses néthodes de fractionnement. 

En associant judicieusement des techniques fondées sur 

des principes trèG différents, il est possible d'obtenir une 

séparntion poussée~ Mais ::tvant d' enviD~1.5er ce problème gén2ral 

( chapi·t.re D), il nous parJ.ît indi~mcnsdüe de préciser les cr;n-

ditions d'a~plication particulières de chaque pr0c6dé~ conalt~ons 
que 1:.0w3 

Les méthodt,;s de fractionnement qüe nou::; c.ülons pév:;ser 

en revue se clas.3e~.1t sou::; les ruhr·ique3 sui va:a:t;es 

I) - J..Ja c~;.ro;-:-;:~to;_~~·c.~p~'!ie d:J r-:ar·tei.;;e ([;tU' papic::J.~ et nnr cGlo~E·:~) 
2) - la "c1n-(l.,.,,,,.,.o~'·p,·,,,,,J... e'" ·~t'.l ... r·~•·J..·1-·"''7 ?, .~ch;.~nr;e d~ions 

.,, . .-t,. V c..::~·-· ~_!:.Il... trJ • . \: .... , . .) ••. L'V •~J ._-.,.. ....., - .._ ...., 

3) - 1' anaJ.y:::;e par dûveloppc"t1Cn·t; pn:c dé1üacc:ner..:G 

4-) - la sép2.ration sous 1 'o..cti on dr un cha:ap électrique (ole ct·('')~ 
phorèr;e sur no..l)iel"'v électro(Ual~.,rse G •• ) ~ 

1 . .J.. , 

• 



I) - LA. CiiHO:f;ATOC RAY HI}~ Jm }' AI-t'{t'U.:-1:; ___________________ ... __ _ 
----.. -·--·------------·""·--

Le t:r.ou.vcau tn e cl.._; chrom:XGO(J'<..'.:r;;~:'.e 1.1.tiliL~l.i."l:G cleu::<: 

phases liquides" qt:i a ü.it l'objet dçunc publictot"ëion àn L'i.tJ?.1l!EJ 

et SYNGE f2gl E:n I94I, est d•]vcnu r·aDi dc~'L1zmt le pcj_nt de (kl':::_·;:t 
t: - ... 

de~. no~bn;u:::;es rcchcr·chcs et a conduit notnm:-:wnt ù la mi .sc :::-:.u 

point de la '"!'léthode rer:ml·quable de la microchro:m:rtocra:phie s-;..tr 

pc:.pic:c <.1.ue h COHGD"BN, GOHDOH et L1AœriN [3oJ .. Contrtttrc:;:mr(; ù le~ 

ch:r·or;1~·i.;o{;r:.:t.phie clé.:.rwiqt:o dé:ci vmrè. de la théor·ie do ~PJiŒT'.l:, cc.d;-

c.l.it d 1 ex-

mis ci bles circulent en cens invcrr;c, les cub::;tc~l~cc:::> c.l.:!.::.:~:ViXC0.'~ 

dn.nr.> l' t:nè ét8:nt ex·t;r~::.i tes par l 1 uut:ce d 1 [!Ut;::;.nt phw f::::.cilc,r;c:n:i; 

qae lcn.œ r.:;olubilité dan::; ce Deco nd so1 v<::n.-i; cs·tï plw_;· C,l~nnè.c. D:..~!::J 

la ch:co"Jïatocru.phie de p~n'tac;e, 1' nrtifice e:zpéri::lonts.l con::d.stc . . 

ù rc:mpl::1.ccr lco d~u:x phn~:.Bs. no llilês p~lr une phc,!:-;e :,::;-tc;:~_j·<;":!~T<-~.i.J:·~ ~ 
:t'c:·t emue Fur l1i.1 D.~~?L<2E:L2:I:'·è?:}:B (::,el d1.! r;i li c 0, c~:·ü don, kl. E.: sol

gul.Jr, p~\y:Lr.;r-fiJ.tre, c~c .•. ) ct une vll.:.~co I:.'..::01iiJ.~. D<:x:D l~t duo.:::, 

tocr::.pr•.iù ~;u:c pa.]icr, C 1 c::rt lt:ln~r:ücht6'' du P<-1.pie1::'--:J.'j_l·~l"(~ qui· 

jcuc le ~Ole de phase atr~ionn~ire, 

1 b -, '. • J ' ' • '· i l n ., • . 
0.. . .:)_:~l0.C lW }X~p2or, ü.C:)Ci U l\.Jî:U)l'.O:·'cn·ll CC __ C1.1.r' COf;:CL2Ci.Cn."G cl<• ~-.r:;-· 

f . . - ... -·-- .. --------~-·"'·------------------ ............ ______ ----~'::-_;::_' . .:....__-

t . 1 d 1- 1" "d fl!\C Cr"!·~-~-3 .... CG \;U::{ DIJ:l}~:c!l ~1. C1Ll-J. OS o 
-------~----·--·-·------------- .. ------·---

mhc~o,~·;_(._•_tw·)_w·l·Jt, 0'1 ·r)'"1·t 'l'""'"';'l·til···:c· 1, · 1 ' , · 
.t _ ... l .- ... " ''~- c.,, .. > ..... -·· -..; ;... (;Q __ Q:•l:;c u. Ct:_j~·c:'i:.".-i_.c~-

~\ ··~, '---!· .: ............ _v 

• 
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ùtre di vicéo en un grand nornbrc <le plateaux théoriques. En pur-

tant de cc concept, il ezt possible d'établir une for:mllc dans 

laquelle le d~place~ent d'une Gllhstauco est relié h la valeur du 

cocffi cie nt de pnx·tac;e entre le3 pha::>es stationn<.üre et ~;:o bi1e 

( CONSDEt·!, GOfillON et MAR'rD·! [3r] ·). Habituellesent, la phs.se stQ

tionn::ürc est é.~queuse, tandis que la phuce mo tüle ost con~.:d:.i tutSc 

par un ~olvnnt orc;anique. On peut toutefois réaliser des sépctra

tions h pho..scs inver::>éos en utilü:;nnt un solvant or~aniquo pour 

la ph ace stn:tië.r.m:::üre, avec cc:r:cr:e phnce r:1o bile de l c e;.:m ou un S'J}

vnnt hyd:r-o:pb.ilc, 12. phnr.:e ort:;~nüquo ét[;mt fixée sur un .support. 

i 1101·t c h~rd:co:!}ho be (pa Qi er to.i li co né cu. l::i c cclc,1.:hr ci li c·o:1é 

(PlP'l'PIT•r•_;-.• ['?,2-} 'l'IC''ï"LIU(~ l .... 'A.3l Vl"i'·n'j!Jl-1 r..,.),·Ll~l ) • l_ \.. ~U\.tJ:J ~ ......... , . ..,; .. _; _ ,..J .,..~ a , -.-~ . .. l.l-... .. ~ L.: , w o 

:... '~ ,. ..,J 

1\) tl~u;oniT:~ DI; LA Cll.LC:U.'.l.'OG-HJ\l'liiE 

!">) "t•'o·'·J.· () -1. , .. D ]"' 1 ,~ ·'·or·· ,.,--I·li e on ~!_',('l'.t :_-,'v'.J.. <r:c:~ c.. _. t. J1 U-3 _;_l! ~ ~i.1 C:1.~.c.-~·,l;LtJ ·,-~cc. .. jJ ~-- » _-v _ .. _,_ 

•\ --· .. ----------
13. DC:p2ra-Gion en o1.::Dor·vc•.lT~ J.~ li1.nidc qui o:'éccule .:.:o,n lx:.~;:; de ~.L"è 

colonne:. Il et~t cependant _plue commode ( no't;_lm;Tient en chromatO[S:C.:.'!.

:phie r;ur pal1ier) clc définir la por:3iticn d't~nc zone nu cou.rs de 

l' Oll;~r~.~:~ir;n _;_;;::;_:c le l·a~J1)or--t < . .m"t.l'e les d:i.rrto.nccs parc~n~.ï:·ue;:.: ptel}.' lo. 

., -- ~:;ux·face de lr> :::c ctio;1 -L1·:1.J l0'JC:CG:lJ. e da lu IJ11r.~h e r ,.L • • ' •. • ~-s ~- .._, uc.Ud_(1}1-ncirc. 

A- ::::: mœi'2.ce do l •') f·;ccti on tr:-.uwvc·c~.3alc de lq plw.sc n:o bile _L., --~- .. "-- . 
AI - surface de l '1 ~~a c·ti. o }1 t .l .. ~3 .. j·1~·l .. .JC l'Sé~l e du LOl:i.Cl.e L1e:.cte 

._, 

~ 

• 
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A = AS + AL + AI 

soit C la concentration du co7!1posé dans la phase mobi~f '}. 

( g. de corps dissous par litre de phase mobile) 

c1 la concentration dl,l coi·r!posé dans la phase stationnaire 

( g. de corps dissous par litre de phase stationnaire) 

le coefiïcient de partage lX est cr_ 
c 

MARTIN et SYNGJ~ 06] ont dér:1ontré que 

~ .&(-2.~ -t) 
P., s RF 

Le RF dépend donc du coefficient. de pu.rtac;eC( du co::Jpo-

sé entre les phases mobile ct r.-;tatiommire et du rappor·t d~s 

volumes des deux phases 711obile ct stxtionnaire dans le chroma

togra i1;ne. Le rappo1·t AL peut ùtre considér~ coï:ne constant si 

-As-
le papier est uniforme duns r:a texture, son épaisseur et sa capa-

cité de fixation d'cau • 
. \ 

En conséquence, les ~oncs migrent donc sur le chromato

gramme sans étale·Jont appréciable ct leurs po si ti ons sont bien 

définies ct reproductibles. 

Pour les acides aminés, les valeurs des cocf~'icicnts de 

par-tage obtenus par mecures directes ct celles calculées à partir 

des R.l!' o bscrvés sont tout à fait co:-aparablcs. Toutefois, pour 

d'autres co~p6sés, il n'y a pas toujours de correspondance préci

se entre cos dt;ux valeurs, pcut-Otrc par·cc que 1 r cc.u retenue 

dans la ph..::l8C r.;tn:Lionn~lirc n' c:Jt pas tout à ùüt t.',suüülablc 8. 

de. l'eau "Jilœ<3" ct pn:r·cc que des phénomènes d'nd.so:rption puuvcn-G 

se produire ~m1· le supvort idéale~:1cnt inerte de la phase station

naire. Il est.ce:r··i:i<ün, d'autre part, que l'utilisation de solvant::.; 
. ,., ... 11 ' l' orgmnques em;J. orcrnerîc rn c-;cl.)~S é<. cs.u, nota;n ·1cnt o.u cours de 

1 .,., clll:.O"''"'t0''l'~l)h1. 0 d'" "C·i d J" '1 • .,;11(("' ~, · on·l- • · . c.-. . uu ,, '-' ·-· t.::<J .. ~- ~.;;,J < ... ,. ..... ,;,, ... e-:,, .... ~.~ en qucs·cJ.on l'intel'·-· 

1 



... 24 ~· 

0 0 " 0 0 

prEStation que COHSDJ~N et colL. ont donn6 du mécanj_s:me de la 

-' · · 1 ,_ ,. · ,_ nt.·cc~sl· ·te ll.Il"" concep+2· o·ll t11''-orl· r1 __ llr'~ ~c:pc.r<J:Clon c 1r01'1:::.::uo~;r2prn<:.UG e"t, -"' :::; .... _ v '-' ,, , 

plus larc;e (HAIŒS et ISIIE:J.'ilOOD) [3~ " 

a) AQPlic~J.tion aux acides B.minéso -L'application de cette - ........... -~ .............. __ .... ______ .... ...__. ___ ~·~---
technique aux ar.aj_no-acidGn es-t maintenant classique. Nous ne dé-

crirons p2.s le matériel, d 1 ~ülleu:es relo.tivcmcnt simple, néceDsai:; 

à la chrmn::1to.:.:;raphie de :pc,_rtac;c sur papier et noun ne donnerono 

unig_u.cr,:e:r~:t que quelques inc1icatj_ons techniques sùscelJtibles d ~ ê

tre utj.los aux e:qJérim<:.mt ateurn 0 Pou.r de plus amples détails~ nD:..J..~. 

re_nvoyons aux revu.E.!s géné:;~o.les de B01JLANG1t:?. et DISERTE [3 ?] et 

ùe CLEGG [}9] o I,e choi:c du p2.:pier a une im:po~.:-t~1.nco considérG.

ble" Pour les awi:uc-acideo. nous utilisons exclusivern.ent le p~:.:pier 

Ylho:tman no Io Les chrm.:.:tator;ra:phies bidiD.cnsiorL'lelles sont effec-

tv.ées avec le mélaD.Ge but:n1ol/acide acétique/eau (4-:I~ 5) (PARTHI

GE [4-0] COill!llC premier oo:t_-.,·.:m-t (5o) et le péhénol Om3 0,3 ou 3 ~-~ 
en pr6scnce de NCN) (6.)o 

La fie:;u2~e 14 donne 1;:1 cart~ des aciden o..minés et de lcuT·s 

d6rivé3 dans les syst~;mes -solvants \LUG nous v.tilisons ha-

(6.) -

La valeur de RF da;.1s le butanol/ac., <?.cétiC)_ue sont 2-SGc•;, V< 
. ,_, . -' 1 . . . 11 . t - .. ' u d 

l'la~_e _ su1. van. G _e v~ eL ~ssem.cn o.u s-:rs ccme-sol vo.nt : ce D 
varJ..atJ..ons èl.érenè.e·:n; vr::nsembJ.ablo:mern; du dct~ré d' e"'-t,:r-' .c.·_· 

_,. ël b' 1 Ii , '--' iJ~IJ..I ca Cl on _u_ u:cc1.no ., ou:J preparons habituel) "'TnC\.1',-:· 1 0 b -l-- --. 
- -"--··'-'-v Uu-=--,o acide ac0-tig_ue 2 f.=t 3 heures avant son tltilis:1ti on- c..!,. 

- , , <.:~ - 0 

J.Je rheno-1 OEl"C satUTG avec de l 0 eauo Un litre de aolu-'·J· . 
"'Cll · ,C'n d 1 .,,..1 .. -~ i~ 'l (0 ) ,,f ( . .._, -- l> .0..!.1. ·t.N_L.Ct_,_,._,. ,, .... ,.LO!L_'--'-<1'-·e , ou.) 1o pOJ.do/v 1

1
-,, )) , 

, " 1 ~ ~ o_ l-L~e 3 c ;::r'- , . 
ce o;nns _e :to:nct de Ja chœa.'crc~ cb.ro:IT:atcw1 .... "~'')-T . .: v .D-"--2.-: 
Pll 0•1tre ~- ' 1:; 1 '- • ·'-'- u I.J. __ ,_(jl_l_O o Ü•l aJ· ..... , . .J 

1 
·.. .... U CO"G-·c 8 )~.U:t.J.Ol1. t'.l1C l:JO-~ite CtV·~n::;·i -:- T, ~ . ~--~t~.j . \lLl,;rj 

. --~ L>-uU UC~-, 
v .. 0 1 



bi tuellement. Le tableau II rassemble les valeurs de _RJ!' de ces 

CO"llposés. 

une technique si-:1ple, précise e·~ sensible. Les précaution:::; j_n

dü:;pcm3:1.blcs à otncrvt::r au COlli'Z de sa réalisa-tion sont : 

a) la constance dé la te''1p8:cattJ.re du l2.boratoir·e oü s' ef

fectue lo. chr·o.~ntographic (tem1)érature optima : + 20<2C). 

c) la dé-ninénüisation parfaite de;:, hydrolysats totaux .• 

Il etrt donc nécessaire à' cnlevei' toute trace d ~ HCI par des 
, J • • ~ t ' . , . ~ l ,l . ' O'Iapora t.l.Ons souG VJ. ttc .1:-::~.3 soJ.gncc::; c·~ i1Ume ~ c:.o.nG uc nom oreux 

cas, d' op8rcr une dé:·ain8r~J.lisation nur des ni cro~olonnes d~ ré-

si nB ~) ,-;. C't'' •.1; 1 C'"' Cl. '-' ..... ~\..t. 't:J\..:;: d~ cutions (type r68ine polystyrène-sulion~e 

E'.d.d<:iJ, qni peuvent ùtre (;ur2r1ti.t::lti vc~nun-t c~0plac8:-:; pF..lr 1 ~ ~F~<n:.o

n .. i.a<JUC cliluée. I,tw aniom~ et le:::; i '1fH .. œetén d'autre nature ne 

cont pas re·i;enLLcn et sont donc éliminées, 

Lu ch:romatograpl:ü e dG p;:·œtagc sur papi cr' s' HJ_) IJli que 

Èt la sépa:r·ation des polypeptides. ~l_'outèi'oi s, lor::; 

Véüev:r.·s très int5{~<1.les suivant la rta. -·-- ----~·--·------- .. ---·-----
tul'e de::; co :1pos~;,:; é·r.udié~:. Dans la série des PC!)ticles, il nouD 

aplm:r·att que la "~:.!:J.i·~é 11 de la séparation est fonction non 

seule'lent de la uensi bi lité des réactions d 1 j_ den tt îic.--:üion ~ 

mais su:ctou'G do la co .. 11>1cxi té Dtructurale des co:aposéfJ étudié8 _ 

qui e:::;t en relation directe avec le poids moléculaire - et u.us-
si dtJ la nature du support inerte. En tenant CO"llpte de ces con

sidérrrtions, nous cnvi.sncerons sucees si vement : 

0() J.a chro,nn.t.or~ra.phie sur prtJÜer des "petits 1w uti d'"'' 1: 
------~\; - - ~.z..:__:~ 

(principalement di-, tri - et tétrapeptides ; 

/3) ]-n ~bro :1n·L_~!.:.E:?:T.l]2L ~--C:-?5. __ f·.~~-i2:~.:1. de ;}__('.:=:. . ..;~oi d~-~9.1 ~ cul;,1j_ re 
l'' ----~~ ... __ _ 

1 
1 



0,+ 

0,1 

O,f 

o,l 
\ 

... 
' 1 

CIS(fltftJ 

eASP 

1 CYS 
1 . e6LU 
1 
1 e c(.NH2 Af>IP ... 

. • SCR. 

ASP.NH,t e 
T~U .. GLY 

eTHR 

F\G-. 14-

' ~ 

1 

1 



TAJ)I,EPU II 
----~-·--

Vnlcnrr. dG R" do:J .Ar.:d.''lo--<'.cid€3 (•'!; clo Jcu:rG C~·2J·iv0s ---·-· ..... ----·---.. .:---- ..... -··----------·----.... ------· .... --...----~ .......... ---~-
-·--·---·-.-.... _,. ________ , .......... ____________ .. _ ... ______ ·----.......... ------~--·----~---... -................ _ 

! AEJ.!lc-r-.ciù.es ou dr~:d.vétJ !Fh0nol (lm.., 3 p, ·[CO) !D . .tt.:~:!•)~./Aci(le .&c-o·~i'l~otc! . . ~ 

!---.. ·-----.. ·-.:-.-... --.... ·~-·-·---... :-...... ~--,...,-· .. --, .... ~-9>,·-...------.-.. -... y. . ..... ~ .... ....._ ... ~--........ ~ ..... - __ .... ________ ! 
! ll.ci(l$ é'l. r!r ::~.l··é :trm e 0, 09 O, 19 
! .Acido eluJcnui;,ue o, H3 o, 25 
! P_cido ct. -~.!iino-a•U:.pique o. 22 o, 30 
!Schine 0

4
31 O,H3 

! Clycocolle 0,40 0,20 
Ta.u1•ine 0,41 0,18 

! Acpo.rasine o, 35 0, 14 
! 'ihrôoninG 0, 50 l o. 27' 
! AJ.n~line o, 58 1 o. 32 
!Glutn.nine. 0,55 ! ·0~13 
! ·Jl;yTor:.:ine 0, 58 1 0,45 
! .13 ··nlc.ninG o, 62 ! O, 34 
! Valine ct l"éthion:i.ne o, )t:. 1 0~49 

. ! IlGthionino-nul:?ano 0,6'0 t O, 26 
! liGthio~<ino~-c1.üfo:·:;;r<la 0~ ÜO J O, 25 
! Try)?topha.ne o, 74 O, 52 

Leucine .... Iooleu.cine 1 0~ ÜO Ot 60 
Phênylalllnine J o, 85 0,. 50 
Orni thine o, 70 O, 12 
liio-t:idin<:~ r 0~ 73 1 o, 13 

! Lyoine t 0,01 ! O, 10 
! .A.rc·iuino , f 0~ 83 f o, 1 '( 
l. Adda :·· ... àtùnobutyl'ioue f o, 19 1 Oy43 
l Pralin~ · .. f 0,87 t O, 38 
f B:yd.:ro:cy:pl.•oJ.ina î 0, 63 O, 23 
f Olucocar.:.;ine t · o .. 61S 0.16 
! Colnmiua O~ÜT 0~3Ü 
1 Phosyhocolt',r:d.ne ! 0, 30 O, 0'7-~ o .. 13 
t Ac:l.ùe /.3 ·-·s,rdL'niealmty-.ci·.., t 
! qu? cu CX -m~thyl~·f.3-Alunintl 
! AcJ.do O.: ·~·G.J::•.inobutyriq_uo t 
f Acüle Çf. -<11:'inoico1JL<tyri'}tt•f 
r Acido lj -e.Linrwol6~·iquo ! 
1 Aciù.o (X -~>IJinoca:pro~quo 
t Aciclc ~ -arélinoco.pl•oiq_ue 
! Acide pipôcolinique 
J Acide cyr.rtéiq.ue 
1 La.nthionino 

! Acide dj enlc~liq_ue et cyr.!.·
! tathionine 
f DihyJ..ro::yphér~yJs.ln.i!ii.'l e 

0,75 
0~72 
0,72 
0,78 
0,81 
0,84 
o,oa 
0,05 
0,32 

0 à 0,32 
0,25 

0~42 
o, 313 
0d8 
O!>t;.Q 
0,62 
o, 54 
Ot44 

t o,os 
t 0,05 
1 
1 0 à 0,05 
l 0.?27. 

----· ---~--------·----·-----... ... ·---------------.-,-~-·-·----- ... --.,.. ...... ___ 6-.. __ 

... ' .. 

• 

1 



Nous nom; é.tendr··)nG plus lon~~ue:1ont ::mr lon mcclaLi.t{s 

d 9 8.1)Plication d0 la cln·or~u:rcoer~:phie .sur p~.tpier aux pol:'lflCJ)tider>, 

car il s'agit d'une techni-::we b:.;~'i.ucoup plus délicate que dans 

0( ) - CFDor.: ~'l'OGI~>~,nl.fiF J)F. -pAl7~'';\C'·'F' r;ul,l P ~nr·,èn r'r.c:: -~~~~--__ _:_n.L_ .. _-:_-• -~-·· -~~~~--'_..., ____ .tu_·. :!._-~~~ 

ex~_,_c;te:r..un.t colle qui a été cl\Scri tc poul' 1' é·cude d..:s ar;ünù-t~ci dc8 ~ 

I 1 c .<-;"t p:::~:r·tj_ cu b. èl'V~~unt re ·~o T]J; md•3 d' effcct t·ècr 1 cD c lu·o;,);•:k.';A.~;,l-

du papier Wh:rLmo..:1 .n2 I ou .1Q !Ir ost ici œ1corc pré:C~r<:.üüe ('{ D)., 

La quantit6 minima ~ ~ottrJ en ccuvrc est de l'ordre de IO h 
20 "{)pour· chaque peptide~ Les systè~nes-Go1 vants les plus sélec

tifs sont ~c phénol (NIL7. o, 3 o'u 3 p.IOO en présence de liCH), la 
:J 

cclltcline, le sy~.Jtèrr.e !}_- butr::moljc.ci de acéti quejeav. ( 1l: I: 5), le 

systè·:1e ·!!;-but;:}nol/r:.cidc for,..üqucjeau (75:15:10) en pré:.:;ence de 

HCN (ACIŒR, Jl...!1'ISZ et FROU[i\.GE;OT [n] ) , le 0_-créi>Ol (lUI') 0~03 
P.oiOO) (SAmnm @2] ) , le :;y[3"tème pyr·idine/nlcool isoar~l~rb.que 

(:CJ)iV~,N {43] ) , J.c ~;y::;tt;:',iC CJ.-propr:noljer!u (80: 20) (H/ûŒS r1-<J) 6 - ~ ·- u~ 
Ic ll\(~illcEr 8;'/[:;-i; >1c-::~ol vant e~.:;t, à notre avis, le 

mul~:'cn;~e butunoJ.jaci de fW'i·t l cwe • .AcccÎ.;~_;ciremcnt, dann curl;~d.l~.~ 

ens purticuliuro, il peu~ ~trc int6rcssnnt d'utiliser l'ulcool 

Len~,ylimw ct 1' ::'!lcooJ. :~~·;.,yU qLle tel'tiuirt;;; ( 2-l 1:6-~hy11mt[.'.n-?-··2-cl) 

1 



"" 2.9 

(caB des pc pti dcD "neutru.s"), 1' alcool bcnzyli que add:Ltio~é 

de 4 p .1 oo ci' n.ci d.; for·Di ·;ue (r.wnnm et J!'lWt'iAG1~Uj! @5] ) , le 

Lm,:~e r~Jccol b~.m;~~rlilrlw/I~-bt~t~.l.r:.nl/~'.Cidc z.c~éttc;ue ( 20:20: 8) 
( D(\1JI tjw-:-:;> c:t .. ,.[<··~:··•r-:·····) v .Jt.·._.\\ .• .' ..... l .ü_ ~...J~;.~~l.J...;, 

(~ c1· t.t'_.·,· 1 c· ·"'·' d · ·' "", ..... -~ ~ ···1 c .... ·- <'· o 1 ""l'lt" de 1 '1 ma1ü è: l'e ~ ~ ·.• ". :J ''-' i.J"' .'. ~._) "'-' ... <...~ •• ) ' .1' - c. .. 

f..luiva.nte 

d~ms la see:onde dimension ; il e~:;t 

fcis utile d,, 11 I)· .... r·l~·1"C'"'" 1 le l')'·'"'''")Cr{> du bu:t''l10l 8Céticlv~. :.:;c;i·~ - • ..,. ) \./.&. <..J .1. .L \.....vt0.0...\(..,~~...., ,_,.. -~ "" ' ~ , '1 

en prc2i~re di~crsian ct ph~nnl ( Hli~) en De c•.; nde di IJWr,si. r;:-1. 
) 

l (.' Ll .t ..... ~ ï ·, ûLl "'•"· ~ ;·•·:- .,.,.·~' ~ 0 lll·:·l-· Î ;3 11(:;; .•· 0 ;;·:· • ... t::> J../ . \( .r .!- ... '·-' ~-.. ./ ...... .. v - ~ J .... "" 

tc (8.) 

(8.) - SAdGl~H 8-7] si,:;rn:.c égulc:nlmt cette cli:fiictüt~ de .l'i.!-•)é··· 
r<;c o.vcê la co:~~o~_n;;,i.son (b). Cet ~lu"tc1..~r con:::cil}e d~ aU.
leur~J d' ~vi tel~ tm1t contr:.ct avec les vo..pcUl'G dr.; orH~llnl 
au cOl':cs du ~:;(':chn;~c d<.:~m_; 1' étuve ::ü 1' on veu-t; o l>sz~:r-ve:r 
lU1ü :fJ.P.orDsccncc ï:ct·~c. Il est curieux de co:rwtntcJ:.' é~"él.·
lc-r.c~;:t qtw la flLll::cc:>ccnce è.é~)cnd dan[> une ccr·t;ünc rr..~
surc du lot de pa)icr utj_]iGé (JOJŒS f3-~:3J ) • 

1 



•J JO ..• 

' 

de YIOOD (:rrnV-'Il):3 8 9] ) ct la 1'E:.V<~L1ti on p2r pul vô:ds:c:tion 

d'uno 1~oluticn du ll.Ülh:;-d·:in:.! m.üvie cl'u:i.1 ch:::.~uff::_~gc ~J. l'ôtuve 

D···ll.- C''- .c 1° 1·~ ~ ~ p r-~ 
0 c1 llo (,-.,r c·!·l jJ(>t'OG'- .... '-~v·olo r I'c>::rJL'Y.'Q "' -•J vl.'t.(} "(ti :.,.'_;_;::; J~1 'Lol ~ . ,.l.o.3y - < • -- • ~ 

' a des l'~véL::::Lion~J epécia:Le8. Ain:.:;i, pou:c les popti des contcno..nt 

dü l' hü;ti di ne ( co:îl:Jc po·, œ 1 'lü sti di ne) on p8u"t se ae:rovir du 

l'~~LCtif fmi vant (SANGER [?r J ) : un méL'.Yl/3e à parties éc;ale's 

de p~·nnülicU.no b. I jJ.IOO (voj_d::.Jjvolw,:e) deme l'éthnnol chlo:chy

drir.rL~o (ü IT Hon HCII n-:- c1<' ,,.i·!.-,·.~-G0 ·c' d'·"n.rlc è, IO ·lJ.IOO (un · Y • -~ ~ •~ • ._ ~ 1 VU . ,. .&..,_ u.J.. ..L., 1- . C .. '•·J 

vol W18 u) d::n~~ l 1 ,~-~ }' ·; )~, r .... .L 1' .-.-,·· "l)"l'"•j yoi ·~ 6 <• L1 ,., 1 e 
- ...,., .JJ,.._,,. .v ..;1..) 1 l.,.t, v,.;4.,..,r.,_..\,_.. f-..J .~ ··J,.., )"olo "'r • 'll'' ,~ .. <"• .t '.--~1_-,J \,;, 4J '-"' ..... ""'0 

ù. l' :)ir lq C"lo·,.,, .•. lo 011 ,,.~-:- O\--:vul o··nGe L->oit DéUo"' Ù~J8 
" ' <...t. l.). oo L.v Û •• t..., t... V •-' ·- .\.. 1. ..l.. 

d' <~'''''lunir·'C'"" <~o t p,o·_r..L·., 1·JttlvCl'iG::.~tion d~ }_)o·t.::.,.s~~e [,Ücoo-_...... . \,... .. i ~o..·.,._,' "-' .·.. -

donr1o;rL t "- 1 c' ~ .... tl', "' 1··1 + vr·cl "; Y"-" c1 " r· r:• ., ,(-~.( • .......... -_-, . l. .. v c... v,_; •~J..J... .•• \..,. ... \.) l .. x._, 

une f2iblo color~,-c·JOC'1 o~,~~~p --- ·- (.-,.. - - _~_-~,..;J.éJ'-'- 4 

d t.><, -
-~Z'-~ 

dnnr-; 

' 

2Q) - Co·n!~:t·o~c··,_c1Y~ cl~].'OnntO[~t';:!.pl!tque. dcc .J?.Cti t~3 pc1~-
QtH..:lquc.s m1.c~:; du~-, onücurs do R,., de pCJ)tides de synthè:3c 

. \ J! - . 

di VOl'::> ~~0 1 v.:xr~tz.;' do: lnéc:J par CONSD:r~H' cwrmoN ut IilAl:'L'Hl ~2] 
1'~.l:3:.:;c--~1bJ.,~(;:J d::.m:..; le 't.:.ltlct\U III. 

Du --n.~>·tc, nncrre (53] (_'., é·i~~,.~üic~ lC.c) l)C;)tidGG ( dipc:~..YLi-
f) Ct') D (> .,_·)Ot i dr> r,) ço-• -·· -., / J.. 

0 

r• .-~ <• Jo 1 v ~~ une ci 7)(,1 Ll:!XfkLi lî8 d 1 ;_1_1_1-, ....... _~. ~-- .. ,> t.)jnv ... c t .. J_..__.v.-:-J . v ...:.l.. . 

r.cur.:; r._j,'_,-_(_ .• . J'.",'. ··;·.·r,..."tï·''' (TO ) c'. o·.,~ lo'· ,..,,r···:~.,., .. ,~·-· ,. a·l-\···,· -:-". •)'1-'···-ul' 
- ..'.:~.0\./.J.!:,_,_, - • '.:.~.(".) ·'..) '''-'·-·vJ·''"'-·'0'' -·''-'·"'-'':J J.i..~'!,. 1 

:··~'l' fc·o· 20) · · ,o • ' I··c-l .... ,,.,_., 4 \G '• [•··1 rJ'.l")~~~"r)Y'l"r) '\'' j 'i· f·l, -.1- -- \.. . ..,_, .... }~\,.,(.,; ... v .4 "'• -

1 



·-- 3 Î ·~ 
TA}}T,ElUJ III ---·----

(d 'ap~èG cmmm:n) 
Tl,;, de (lUol~:~tHm pon·i;j_c~.orJ d:~.ns (lj.f:f(h'cnto nolv~l'r~s SUl .. l)~.1Üc:t:' ·,-y:\.,~~t,··~nn n° .1 
--- --.... ····-'·"-.. ..._-"+----... - ..... .t.,...,_,., __ , _______ • ........... -----·····- .-.···-··--·· ·-··-- ___ ...,. ___ ............... ~----··-·-··· - ... ,.., ·~-----

~-----·--------------···~--...... ____ .. _..__,,. .. .__._ .. _ ... _ ... ____ .... __ .... ____ _. ____ ....., ________ ,_ __ -
J:hé.:ol r,:-o:r6so1. ! 

~. ct. 
jG~~ (Pét·b,il'~gG 1 G.-,.c:olliùine 0 1 ·1 t·J CUIJ:r:m 1 
1 O, 3 j'S mr3 ( L) 1 3 ~:~ HII 3 ( 1.) ! !-----.. ·---------------...._- r-....-------~--......_ J ... "---........ - .... ....-~---.. -- t~- ~ ... ~ ... --... t 

Glycyl-:DL-alo.nj.ne o, 63 1 0, 32 O, 29 
Glycy:t-DL-lcucine o, 79 t 0, 53 t O, 66 

1 1Jt .. ulany1··-L·~[S'lycine 0,65 f 0•32 t Ot29 
! r ... ~lnnyl~lyc;y·lglycine 0~63 1 0?~.6 r 0,29 
r DL""·vnlyl~·lycine o, 73 ! 0,53 1 0,4.8 
t DL--louoyl•c•DLc-le:ucina 0, 84 0, 1.39 O, Ü5 
! 1,.-p:rolyl(;lycine 1 0~68 r 0,49 ot 55 
l L-··tyrooylelycine t 0:~ 59 ! . 0~ 95 : O, 33 1 
r .. -----........ ---------·----------... ·--· ... --... ---------..... ----------------------.. --,- ! 
! (1.) - Solut:i.on dL'c.t:ltonio.q_uo plac~e nu :fond d.o la cuvo. ---·-------------· .... -·~-~--... ,-- ........ ~-.,....---~------~ .... -----.... ··--------·-------

•.rx:;L}~.i\U IV -..-.-----·--

TI,,, cle C1"1 . .'.0lot100 DeDti<l.o;l cur ·onu:l.er '\ihn:~::<tn 11° 1. 2. 25~C 
-.....: .•. .-----..-..... _ ....................... - -.t: .... .. .:... ...... ____ .,, - ... ---... - .... .l-~.t· .. .--.. - ..... ~--- .. - ·-~-.- ..... ~ ........ ....,. ................... ~-·-·--

\ ' . ----.....-----·---------.... --·-~---"'-·•·····--· .. -·,.--- ... ·-'··-·-··--... ...__ ... --.......... __ .... ________ .._ ____ . ___ .,._ 
! ! Ph6!:ol/c:1U t r;~/l'i(~.iue/o.J.c )IÙ l 
! 1 t i::;oa!\f"lj_rlue 1 
J..--~ .. -·~----M--··--·------M·-~-----~--------- , ______ .., __ ,_ !--·--------·-·----·-• t 
l Glyc;~rl-I,-::>.ct(J.o ~c-)::.x·t:i.cme l 0,09 ! 0,0;]. 
' 1-r.:s:r;rl-IJ-z·)l'iile - - t o, 25 ot 11 
f L-101.1.(:~.~1-TJ~O rd (1,., (] ..,.-· ... -,.'·j ,., O f, 0, ..)') 7 0 11 

..., i~- i.V ·~• .... \.o..:~J. t,o- !'·· ' 
f ~:··l_?'~J.c;yl-L···acic1_o G"lt~to.r.:i~~H:J t 0, .w o, 12 
! . nL.-•-tcncyl--DJ.J-r,Jn:~inG 1 0,02 I O, 37 
l L'cucylü.lm!yJ.e;J.;;rcino t o,fl6 t · o, 28 
1 ?L-lcuc;ylclycyl--JJI,..alcmino t 0~ 87 ! o, 29 
t .DL-louc~-J.(~.ic;ly~ylelycj_i:1o ! o, 90 I o, 24 
1 L-o.lnny:l.diclyq.-l~L~-o.lnnyl.::.;lynylc;l.;y;cine ! o, 9,:~. o, 09 ! L~·:o:rcl;y:1.-L··j_)h.énylalD.nine ; o, 97 ~ o, 39 

r ! r 
----------------· .. -----·---~------ ....... ..,. .. .,. ... ._ .. _;-----~,..•·----.. -·--•-.. .,-.. ,. .. _ . .....,._,.. a-..... --. ... _ .. 

• 
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IV. 

No·Lons que les R.E' deG pep ti de:::> peuvent 

pH. 

va:ci e.x- •jf':'<•' r'\1? 
....... :.J t~'....., ILJ 

1' eza::;cn de cou ré:Ju.lt~~~t.'> pe:r.,-wi; cl' envj_s~1c;er l'in

flHcnce de la conutitution du::J ·peptj_den ~;ur le co::1)0:céo',1C;:;t 

chtOïla"Lo i3I'O.j)hi que. 

Si le c:coupc':l,;nt Cî}.:d:o:z.;~r]j_ que lj. b:rc joua cor-~:ü !1::;. .•ç·-,-~ 

un l'ôlf:! (e::c:::plo de lŒlGL:~ : -L:t.·i:.:.l~r~~rl;~l~rcinc Hf :::: o;;_;7 ct ~·.·j ct~) 

do tri~) ~'Cyle:lycinc ll,., == 0, e2), c 1 o:~>"~ ov.x·toltt le L~<2..t.2E~~·~~~-l~~ 
.1! 

.§:~J-~n_2_JJ::ln.:9_ qui ~;c:~:blc c:onchtiom~or lD. Vc!.lcul~ elu R.l!, : 

1~~(c:;1nle : ---·-·-·- .. - ... 

El!. (collichnc) de la- le;ucyJ.clycj_ne O,GI (CO.t•!2J):•:J) [?·~; 

H-r:, (colliùine) deL!. lct.!cine : Or~·8 
J! 

H_ii. ( colliè.inc) du c,lycocolle 0.125 

TL, ( pllEJnol/cau) ùc la lcucylalarüne 
l! 

O,f32 (Ki~ICL'.e) ~~-~-
li,, ( phor~o ljcc:u) de let lo~~CÏl').3 

J.: 

Jï.::~' ~~-n n 1 ~~~ -·--·---·- -··--·-

R, 
J! 

- G.·ljrc:rllur~ci 1~c 

J:'èr·lo c:·-:cJ~.1.'"~j~v~ : 
.J ----·---~-------

(Jl1Jénol,eo.u) c·t; 0~2Sl 
( i ,'Jv2n~rli que) 

~- 1 

• 



(isoamylique) 
=:._ 33 -~ 

(KNIG!l1') biJ 
On peut dire qt~ les pe~tides~ mnlgré l 1 infl~cnce pré

cto:ninarr~e du grcn.cpc amiJ,t' b. brc, ont un R., T!loyen C0'"!1pri s entre 
~ 

ceux des ~l.Cides a"ünés qti les co"lpo:3ent. PAIWIŒ '@s] , s'in:.:.s_ü-

rant de lo. théorie de t~AI '.riN {29] , a pu établir_ une fo.rroulc 

de calcul du HF th<Sor·iqtH: d'un peptide, qu.i tient cmrrpte à la 

fois du Rl!. particulier dt.s deux a::J.ino-acidos duns 1~ Gyst~r:1C

sol V:.:mt utili:.:~é ct di.:! deL x constantes que l'on peut détcJ:'Ii.lincr 

cxpéri:;1ent2.lc~:~cnt ( vo:Lr ( g3.lc·nent COOJC ct LEVY rGO] : 

R. rI n()'RF- i. )F = (n _ -i)A + B + <.: R. T.I r{'fR; 11 .•. 
P f1el'tide. cont<!ncnt ~ Ql7lino_ocicl<ts (A A) 
A ~a- B t . \ '"' . ' . . ... -r • 
~ :::. cons a""·= ~s oe ·u~rt-nl nees e"re.r'• f'~ en:,. a ;_12-_n .. :cr. L 

Pnr· coy·1.Qu.raisor avec les cl.onm~es expérime!ltaJ.es de: 

KIHGll1' (voir plus hav.t)) on voit que la ior:mle de PARDISE pel~-

mct de d(~terminer· le Hl!, ::v cc une approximation de ± 0, 05 

(voir TabLeau V). 

Il eJüste cependant des cas où 1 1 erreur ob:benue est plus 

i·,nportante (errev.r plus Grande qu.e 0, I5 dann 9 cas su.r 63 pen·ci-

dGs étudiés)o L'erreur la plus importante est de 0~24o Dans ccr

·iJains cas cette méthode peut d 7av:cre part fournir des renscicno~ 

ments sur le poids :moléctüaire d 7un po:pticle de composition. 

connue en nmino-acideso 

A'uBsi ~ dans le s;yst ème phénl")l/ eau (TICl'i) le RF C:J.lcu.lé de 

t~ .. lldl. f\ Cl•,_e C•?lU.i. d1..1 ''CJ..)·t; C=l·~ o·l 'ï~c~rl 
'-' \.J - .t' - .. t . b-t t.l - -· 

alanyJ.c;lycyl2.18.D.ine erd; de 0~ ~0 et C81Ui c1l.l l':8pticle Clyc;y-lalo.n:~··:_J 

~SlycyJalanylc;l;y-cyla~3..nir e est de 0, 95 

0 0 0 0 0 

1 



~- 34 .... 
TAi~]:!~AU V 

d' aprl!s P AHJJl'JE 

---~--- ....... 

nQ I à 25Q C 

.-----------------------------------------------------------------: . 
: . 
; ~ Ph6nol/e~m (HCN) • 
: . : 
~ :----------------------7---~------~ . . 

IL IJ 
J. 

. . . 
• ·':')·;rrJ· {1.,; rr'cn-= 
• '-'./ .. .l: -" .. -~. .. ! 

: ~Lial ~ . . 
. 

calculé 
: 
; l·~.x·1 eu r 
' (1 L) . . . : __ ... ._ ...... - ... ----; ------... ~-- -·! --.·------ .. --..... 

; Gl vc'' l··L-<--Ci d•-' .-, ,, ··•"trti av ·.o : C-1~'-n.Y "";! .. '. ..., <-~J..JJ:''- • J. .. -.... 

• ;y,.V.;.-JJ·'u'·TJ•oc·•rl J··l·,.-c-.l.l~-:3 • al .). ~ ·'->J< --~.) ..; ... ç. 

~ GJ.;ycyl-L-·tryptoph:::tne 
: DIJ- l;; Il CV l rd yr•i n C 

~ 1-:J.l;:~~n,r.J c1~t.o-)_y~~·\;l·-L-aL~l...,"] · 
; ""' t,._) ..., .. ~ . . .•.• ti _- • 

: .u1 vcvl rrl vc-; ;··B " 
• (~_,--" 4.1 .... , )·- ,; .. ··-- ; • 

~ DIJ-tJlUJ1\rlFt'J \J'éine ~ 

0~09 
O,:J'{ 
o~-ro 
0,7f3 

. . 

. 0~09 
: 0y57 . . . . . . . 
: . . . 

0y67 
0 1'75 

. . 

. . 
; -. 

0,00 
o~o3 
o~o) 

. . - o y o:;. 
• ... ·- .. tJ .. • 

~ 1-l::!ucyl·~IJ-::tcidc c;hn;<:::r;:~cuc ! o~ ~-13 : 

Üy90 
0~49 
0y65 

: Ot09 
: + 091'7 . . . . 

·-------------------------------~-----------~----------~----------

ûi. 1t étudié 1.::; co··1·:or·tl' ,. ,-;-
..... .; ............ "' 

ct :.;:c: 

r.~Oj_-

vant:J CuT'iC le ph,~nol, alr.1·~;:; c;u r il düürw.e 2.l.l co:rrLr·:.:üre pon:c 

r:;olv:l.~Y!.r; co--:t:rtc le bü'Lo.r~.ol ou le t;y<.:;t(;:\c I\~ .. ':ci~ . .i.ne/alcoo·J. i.:::-:c::::.:.<v-.. 

1 



. . . . . . . . . . .. . . 

'l'AT>T E \ lJ VI ----'2cl~_;!!:_t ____ -
·- 35 ... 

---------------------------------------------------------------
-'\-. 

Ph':nol 
Hl:' 

(Pyridir:ejulcool urr:ylique) 

. . . . . . . . . . 
: . . . 

=-------------~------------------------------: . . . . . . . . . 
: Glycylc~lycint! 

... . : 

: 0,32 (I2.) i 0,03 (I2.) : 
Tr-i.gl;y cine 
~-'étra:r,lycine 
Pentw;lycine 

: J-Lexagl:,.Tcinc 
.. ~N011Rt~lyci 11e 

Alanylalurüne 
Tri al ani ne 
Tôtro.al::.mine 

0,35 . 0,02 : 
0,42 O,OI 
o,5J o,or 

. 

0,5,3 
0,65 
0,73 

. . . . . . . . . . . . • s 

0,07 
0,06 
0,04 

(vu; de lné-v0lati on) 
(pas de l~,;vôlutiol1) 

. . . . . . s • • . . : 
: : : 
: : : 

------------------~-------------~---------------------·---------

(I2.) - Le~ valeurs R~ Dont identiques h celles du elycocolle • 
.t! 

Cette ccn~ta·Latim1 de IŒYNS ct ALmms pout :prcr;que 0t.:c;j 

-~ 1 tm --12~ 1 :~ ~~~I~~l.c.!:~--~ '--_:JZ,:i!.:?.I.Y~;~) __ , _1~ HJJ> -~~!2Q ___ l ~ _J?h l:2<?J -· t S.: n ~ _y c J~::_1_):.' ~~ ~-
~~ 81__:~~~~~~::?.~~}-() _0:<;:0_:·; _d 1 ~·~::.::·~~~~2- ~;:L:Z:~~i~ 1 c: ;;_:-_:L:.?..:~~~:~~~~~i.J )?_L~~-:~:-·'l2_l_ __ f()~~L~,~~-= 
~cnt }___ e1}:~--~~_!'__:~i2.L?~~Q_C.:~~~:._~-:: __ ~?:cQ_ ! ce q1ü tend h pro.Lüre L.lll' ]_(.;.::_; 

cll:ror:l~XGO[:;l'!~T:ll'C::..:; lü d:Lmcn.~üonncls de pulypep-Lidcc, une plL~~c ùi:t'

fuGc ninhydrj~0 positive dans la pax~ic inf~~icure droite du 
chro' .. ·~-,'1-o _,.,.--.... ,""' ··1" .~ <J ~ _ _,1. (.Ao..t •• v. 

. l , t . tl , . 
co~<:..;J.üc:c::L ,1.ons ·- lcor:.tqv.c:::; 

1 



nour.:> venons dt: développer indiqueï1t très nettement les po~>:.:.;i bi

li tés de la l"rdtho dt!. )~lle 'l été t:cè3 appli c;tlê)e ~t 1' ~-~t.~de d' h;y ':1:tc.-

1 i ·· · ·i ..... l"' J.. • ·IJ. -··1 ,, d "' 1-., .. 0 -r- -~ 2· V'.:., 
0C,.Jt,J J ..... V.\..1 ... ) ........... --'"'·V\..- l,.-., 

a) Cond~.:~!.QX:~~~ d.~l2~tc!.ro l,y~;~.- J-'es di~~ tx·i- et 't 6ti'H.[lC qti des 

6tudi6s provicnn8rrL d'hvdrol,rsats naitielJ d0 nrot6ine~, obtunu3 - \~ J J. 1."' 

r,;oit p:l:C UCJ~ rr· Li YfY. c pencbnt ) ù ~- j01~1'~ ( S/JJG.!';H Ga] ) ' t~Oit 
pP .. r un mélanc,e [-t p~_1_J:·tJes é:.·;ales dr ~:cci de uc(]ti qv.e glacial ut d' <J.

cidt~ chlorhyd:.r:Lque IO li ~t 372C pendD.nt ·:plusieurs jour.s (jusqu'à. 

-58 j-ours} (COI!SD~~{ [641 ), soit par HCI 6 n_ (I3.) Ll. eo~c pcndnrl.t 

I5 hcurerJ en ttüJe GcclJ.é Ô:)US vide Ü\OHIJGH ct J!'HŒL'\.GEO;.i~ (66] ) • 

A ln. Iïn_ de 1 'hJrd:roly:::;e, 1' excès d 1 8.Ci de chlo:rhyclr'i qt~c Cf.;t ch::.~:J
n8 sous prc3: .. üon :eédui te p::œ des évaporatj_ons ·:mlt.iples. La ci n~
tique de l'hydrolyse par~i3lle pe~t Gtre suivie par des closcceu 

d'a~ ote <:::.miné (V Ali ,SLYI\:E : tem.pr:: cle réEction 30 minutes) ct cbs 

(~r·oupor!~c:n'Ls C2l'bc:;{;,.'·liqucs (VAN SLYKE, DI:GLON et ~.l<W f,iiJJ::J':)J) •. Il 

C::.>t pc:u:·:J:'oic nécc:;.;s:.Ül'G ü<'~ déminéro..li.scr 1 1 hydroJ.ys~:_t. pat· de:=;;-,<::J_,,._:~,; 

m1 I!~.oyen d'un ar)p~Tcil ù. c1thodc de :~wrcu:rc :~~o~:ülc (I-1-.)(dù .. :_co;_j_

tif ch~ cmrc_p,~a ·@8] ou C:lü-;_;o~ü tif de ACtn:;n, JU:t'I sz, J/HŒT!~.CT:O'f.' [::;j .. 

d·coJ.~rc:>at~-~ Y;[ll't]· r'l ~ •:,1.· voc,·J_· o:"'·' .. "'"P~ ·~o·i C·P't (i~ l'CCtc:~~C~'lt 
L · · "' .... t..J c.. .~ .1 

• ..._ ;..; V V J. J "''" -....; "·' ·- -. ~ ...... -~.. 

.!2..~E-~<.::~t è:c b 1,:-::e n~n· r.rl'ou.-:eD de r~cnti der;. ·--------..:___.:_ _ _..:_~.~----..:. ___ ----~----·"!.~.- ... ---· 
lit;e l1Ul' L'!l /\'J"'<:i 1·"·1'J)1"' d·• ·t·' "'l.1l'l·L· cl'J.C'' 1 '_UC 

.. ~ ••·••· 'O.J' .... -· ~ '"" ~ ..... •• . 1, ...... 1,.} ' '":' 

( I 3.) 

( I~- •) 

-Il n··.),·l- .,.,._,,,,,,P,.,,,n-''<~ ·'''''tl'lif·:c:L· d.c l';'c;d:" c1,lo·..-·11'''l-,-.J.· "L''_, -- ........ "" .... '"""""v ..... l,, ........ v .... .....l v. .. ... ·- - ... ..&.. - ---l-- Jo. .. (; .... l.... 'j .\J 

::ce(h':;tillé rw.i v;·_mt ln. tccJ.miqtw <.b r:;o:-!IT.:;H vt ~fU~êi8Z @5] . 
~ Au cou.r:3 du d·;s~.:;8.l \{:e, il peut 0e 1n·oô.uL.cc t~Pe ù.e:...;tJ:v.c·

tio:l iCJ:JoJ:··kmte de 1' <.:~:cgininu avec ti·:·u-.::.;Iol·.r~,'l,ion c.:!.~ 0 -
1

_ 
. • +1 .; __ ., r "''·'T'I".T , .• , .- 00 Tn-:- rr··r] ) T 1 ,., _,_; ........ , • 
lll ud.Ltlv \ o..)l. ·, .lj Ut. ·•. lLiJ \.:! • --' c:,O.~~J..I,Ü.J.';__~I' l0.!1 :_:~>:~>0),''(,{8 
) "-~ ]~;" <ll·'.~"O··i·•··'f ·l 1 'C···J:'u ·r·J'l'I':""z- -~- ..... ,., ... 1.'"'-- · l····l __ -, ,,:,'-',. •J-••..t. -L'>. Hu;,, cl ... ~.J CtJ Jè.l:U!: .. :\.~.r:.O·~ r;.:üllc cv(, 
inCOiJVUYJiCjî,'~ a 
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de~ cri re dans le::; pages sui vantes et qui comprennent r..otm:rnent 

le fractioJ;.rw~:L_~~SJoho!_:_9tiq~,w, 1~ ch::co""lntop:rnplüe sur résine~ 

h écl:~~_cc..: d 1 ~Oï18, la chro...,::-~to{~J:'[:Wtüc d 1 ad.sorption mxr chn1·bon, 

ln. chr·o:;latoc:rrmllie stn· sil:i. ce, etc ••• 

Le "cov.pl~~të-:<~ 11 rationnel de ces techniques pe:c:-r..ct de 

si;-nplific.r suf:t'isœncnt Jo mélange de peptides pour pouvoir p:ra

tiqucr la chro-na-toc;raphic de partage' su1· pa1Jier avec cfl:ïcn.ci té. 

en chrorau.tographic uni dj_::~onsionnelle ou de pr8fé.rcnce · bi dimen

sionnelle ( I 5.). En chrc 11·atoc;raphie unidimensionnelle, il suflît 

de placer sur L1 1· d d.c~-1)ar·t 'lll ccJ:·tain noi:ü1rc de grcut·Les de ~ tgne c ~ .. 

la solution ù étudier (IO à 20), ti..UH.1is yu 'tmc !,jütd;tc ne'Ltc:n;:;nt 

izoléc e;:;t déposée tl 1 'c~.t:réni té de la lic;no et sert de {~Lü de, 

après révélation, po~.t::c le d0cou1)ac;c dec zones duns le :cu:..>t(;") du 

chromatog:r·a-~~r.w. 

\l:n cl~:co::-:o.togi'<lphio bi dü;.cn::üon;-,cll.e, on eL.'c ctt:o pn:r·ul

lèl(j)mcnt 4 à 8 c1·J·r··o··'1a·'·o '·'l""n 1·.·,o~ A.()l'~'"' oéchaoe 1' un d'eux est .o. • lJ t..:.,. Ct. . ~ ;~V~ • V t.J t.-' . <.;.J J 

dévelopL)é de la façon habituelle et ser·t· de guide. Le3 aùt:rcs 

sont examiné:..> en lu :üèrc ul trèJ..-vio:Lettc ou révélés avec une so

lution ùiluéo d"' ninhyd:l'ino ( o, 025 g p. IOO) qui pc:.CiJCt à.8 lo ca

licer· S8.ns lc3 détnürc leD pcpti des dont let place aïlp:r·oxi;n:.rl:.i vo 

• 



. 
est déjà indiqw5e par le chroraatogramme-guide et l'examen en 

lumière de WOOD.; Suivant les données ainsi obtenues, los chro

:nator;ra·:unos uni- ou bidimensionnels sont découvés, les bandüs 

ou les zones sont l:J.vées à 1' eau ou à l' éthr.;.nol aqueux (50 p. I 00 

en volumes) • L 1 élution peut ~tr0 of.J.:'ectuée si:nplcment, après 

découpace des Gandes en petits morcemtx, par extractions ct 

centrifugations successi vos. Il est de be;:u~coup préférable d' u

tiliser los dispositifs simples de COHDSEN [n1 (succion au 

11o~cn d'un tube ca1Jillaire); de DENT [12] (lavage chrotil:J.togra

phique du papier), ou de SANGER [13] , qv.i combine les deux 

méthodes précédc11.tcs. 

d) Idml.tificf.l..tion d~s pepi;idcs .- Les liquides de lavaGe 

o btcnus, évaporés de préfsrence dans des 1·8cipients de polythène t 

~ont Dou:-nis b. une hyd:J:ol;yse totale par l'acide cli.ll·o.r·hyd:ciquo 

5,7 ll pendant 24 heures ~ IOOQC en tube capillaire scellé. 
A ' , 
pr·~s cvnpo:ru.tion et enl0ve-:n~ .. mt do l'excès d'acide; chlo::chyd:z·i·~ 

que GOU3 presnion r~duitc, les a?idu8 n~in6D constituurrt les 

pcti ts pcotidv.~ "'O.(<t J.. d·~i~·:·l· fJ .. ~, .. en c'1J.-'0''"-;.:to.r·····n;hic Lidimci~sj_c·~' .. -l:' _ . ...., I..J ··" ....... .tU .. • \,.,.;....,) ........... J .... - .• • ... J---~t ,. 

nelle. 

On déte:rmin~ pour chaque peptide l' :::;.cidc O.'"~Ün~ ro:r·

teu:c du groupe~non:t aminé libre, soit pnr <lé.sa11ination, ;_~oit 
par la toclmique des dJ.nitrophényl~amino-P.Ci des· de SAUGTi;R [7 'Û 

C() Désc~,nipatio:n.- Les r;olut.ian:J ùe peptides oont éva

poréG3 dans des Ci.t_pulcs ·creusée:J danz une bv .. guette de poly-i.;hèno 

et le résidu ~st repr·is dans 30 à IOO yi de HCI 6 IT· La bat;uct

te est introdtü te [~ l'intérieur d'un tube à travers lequel 
~ ' . 

paG!30l1't de8 v~,weurs ni trcuses pendant une du:ï:'ée de 30 minutes ( I 
6 

(I6.) - Il n'o3t pas n~ccs[;aire d'op6rer à 30-55QC co~~e le 
corwcille. COlWDi!:N. SANGER [15] a obte!lu dc.s ré.sLü·~étts 
tout à fait sc:.1bl2.bles à 1<:: 'l:.v:1pé:r·aüu:·c du l:J.lJoratoi:ce. 

• 

• 



La bat.;uette de .r_)Ol~y-Lh~ne est retir8e ct on sèche dans le viqe 

en présence de ·;~oH. Après séchage, un volume identique d ~a ci de 

chlorhydrique est n.,iouté de nouveau ct l'on sèche em:nütc com

plètement, de façon à enlever en totalité les oxydes d'azotco 

Finale:ncnt, après hydrolyse, les acides f.:unin8s restants ~~ont 

i dcntifi és en chromatographie bi dimeï.lsionnclle. 

ger~:e~c : 

Glycylalanine Hydrolyse ---7 Glycine + nlnntne 

Désamination 
-7 Alanine 

+ hydrolyse 

Cette méthode donne des résultats satisfaisants pour 

la plupart des peptides, bien qu'il soit toujours difficile de 
d6"'·r · · l.t. ,. · ' t · 1 r.1 + ,. · 

ç 
11 UJ.re CO::ïp t:ternent le [?;!'Oli..pCmem.; é.DL:ll1C - Cl';7lln~l-. J.CLJ. vC:LO~ 8 . 

certains a ci des a'Tiinér::, cor"Jlr.'le la lcucinJ ~t 1' o.cj_c1.e gl1xLa~.:i quu 

ri:Ssistcnt à cette désa~1ination, et s'ils se trouvent en po::ü

tion terminale avec un groupe:-nent a-::Jiné libre, la t:;c!miquc 

de diaL.Ot<:i.tion n'est pas utilisable. D' autr0 port, les r6[..cÙ

tats obtenus avec des peptides contemmt d.c ln ty:r·o'3in.e ou cl.~ 

l'arginine sont toujours difficiles à in-te:cpré-ter (SAUC.EH Fr6]) o 

(6) I~éthode des di ni t.rouhényl-dôri vé~ .- La fi:x:a:cion 

du radical di:ni trophényle par action du d.initrofluorolxmzène 

( DNFB) sur les groupef!lents NII
2 

lj_ bres cons ti tue une méthode 

précise d'identification des acides ar1inés ter:ninaux des mo

lécules de p1·otéines et de polypeptides ( SANCER [_n] ) . 1\pr·(-;;3 

hydrolyse totale des polypeptides ou des protétncs, 1Cf3 dini

trophényl-aminoacidos (mœ-amino-acides) sont id.~..mtifiés par 

des techniques chromatographiques. Les réuL~J.t:.rGs fournis p~u~ 
cette :néthode nont très sû.rs. 

La mi cro-tochni quo d' ACIŒR, Jurer S07 et T;'T\.(1r• :.~c·•;•nrn h7,)-j • I..J -L: ·- .• JlJ.~o. .UV-L \.:.. ü 

est particulièrement co~~ode pour les petites quantités do pep-

tides. Les peptides sor.t repris après dossic:::ttion po.r 3 goutto
8 

· 

d'une solution aqueuse de co3!bH 8. I [; p .IOO ·,ü ; on "joute ) l 
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gouttes d'une solution de dini trofluorobcnzène (D~U'D) à 4 (!, p .. 

!00 ml d'alcool à 95c et on agite 2 heu:.ces. Après évaporation, 

l' excl;:s de ~ e,st éliminé par· plué:ieul~s trai te:.1cnts sttcccs

sifs po..r qùelques {30v:tteG d' ét!wr .sulful'i qt.~e. Le nœ-pepti de 

est e:n::::ui te hydrolyuü par Il Cl 6 N pendant 5 heur~s à IIOQ C. 

Les DNP-arüno-acides li bérén par· hydrol~,rce sor!·!; :cc

pris par quelques )Af d'acétone tt 50 p.IOO (en volurùes) ct iden

tifiés par une tcchnic;uc chro::1atogr·nphique Gur parüzr (BLACKbUR:~ 

(29] - fljONii:JR et PENASSE r~o] - DISER1'}~ e·t OSTEUX [si] ) . 
La ;n{thode que nous avons uü:;c nu point en collal;o

ration avec R. OS1'EUX, est d'une application relati vc~1ent aisé~"l 

et ra pi de. Les figures 15, 16 et 17 nous montr·ent quelques 

cxeiîpleG de ï:.r·nctionnc~'!:ent de ;nélo..nccs de DIU> anino-é:Cidcs. 

NOuG r-:ous pe:.r"n<:rV~on~-, d 1 in~:dster stu:· le so:Ln qu'il fnut appo:cLcl" 

au COl..,.rs de J.a réalis:J.tion dz cette technique si ~'on veut évi

ter ~1 coup GO.r des ClT<Jurs i~·:1portantes qtü ont sur·tout pour 

originu la VBI~abilit~ de co~nortc~crrt rtes svstèmes-solvants 

(in.fluence àc la te:-Jp6rutur:J, dd la qun.lité du pa1Jicr, de la 
\ 

caturatioi1 de 1 'at:-:1osphè1'e de la c~:ve ù chro;n::rtocro.phic, de 

ht CO·~iJ.}JOGi ti on du mél~l.r!GG ut d~ la (}En.ll'Gi -~.] de Dlœ-c:,rüno-aL;i dus 

~our'Jis h la Cl!rOma-to.o::cn1)}Üe ••• ) , 1:-: T)l<!;C\lCC d' nrtcfac-c::; dan[J - ___. . --
les hyù:4·oly.s;':1:tr3 ( <.ùnit.r·op1-:.él~ol), la dif.:ücnlté c~c f:{~n:o:rati.on clc -- --·---
quelquc3 grou.pco::> de Dl'lP-u:nino-acidcs. Pour illu.strcr la méthode, 

nous pr~sentons les r6oultats obtenus avec quelques peptides sim

ples : (voi:t- Tn.blenu VII). 



I n 
PHENOL/ A..At1YL19U E: 

6 

1 

5 4 "3 

1J 

1 

2 

F111.IA. - Gro11PH dt' IJ.\'P-udnoat'idt's Wpllrablft par le IJI!ljiM c lolMM 1 
C\·ulr &. tut• P•J• Alli. Dt' baal ea t.• 1 1 1 M •• .,.,u ......... .., 111-
-u •. alanlftt', ''alhw, lt'llt'lne, IJSIU (di-DNP) : Il 1 .... .,.,.....,, 
lfriM', alanlnt', \'allae + mlthlct~tlae. lellel ... 

FIG. •• - Cb..,.alolraPhle ••ldiiRt'llaloaMIIe daM le •1•t•me .Waol-aleool 
•-•1tlcpae (ao-lat•rwo del IIINWI de lle•t "' bal), 1 1 DNP-IDithlonlne ••,..we (clee• tadanl, IJ.\'P Yall.. 1 Il 1 adele D.\'P .. .,.,.Iqu. cll-DNP. .,-.u •. D.VI• ... &anlnt', IJ!VP-nllrw. 

FIIG.t7. - éhro~~~at.,.,.phle bldi-DIIoaMII. da111 1ft sol•••• plalaol-eleool 
.. , ...... et cl.olw• • ; la ..,.. .. aold ,_ ..... ln taehfs a ..... ... 
~ 1 ... cll•nll•• .... u ..... mro ............... .... 
.,_ ,.,. An ... trait• •ln ttal porteet • lnr lat•I'Mdift lt ..e .. 

· ~Jt. et~rtlr ~· ln ftr dolnat ftre •"•rfL 1 1 ........... 1 t 1 dl• ..a f 1 : DNkbeololle 1 f 1 DNfl-alaal• + DN.....,.; 
u.. f 1 1 :.."14'•1 • J 1 .a .......... ; 7 : di-D.\'P-1)'•1.. + di•IJ'NI'e 
,,,.. ... ·:.~~ -·4>. •. ·~ ... -liit ... ~~a.:;·.: .• ,"'. 
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TABLEAU VII . .., 42 ... 

Rif _solvant I ( 17.) RF solvant 2 (I7.) 

DNP- glycylleucine 0,49 0,76 

m2rès hydrol:tst:: 

DNP- glycocolle 0,26 0,34 
I,eucine ( IS.) O,IS 0,35 

DNP-leucylglycine 0,45 0,71 

A.-erè~.h1d t'O ly_~r:. 
~NP-leucine 0,60 0,79 
Glycocolle (IS.) 0,51 0,02 

Naturellement, dar,s le cas de peptides si:npi es, il 

est possible également d'exécuter une chromntoeraphie bi dj_

mensirmnelle des acides a"1iné.s non substitué~ par le radical 

DNf: avec les systèmes-solvants clasr.;j_ qucs Q 

Telle est la :néthode gén~rale d'étude qui per1et 

de rés0udre de nombreux problèmes rclative;nent si-nplen~ Lors

que les taches des petits peptides sont situ~es en des e~pla

ce:nents qui ne correspondent pas à ceux qu'occupent no:cmale

ment les ami no-acides, la cornplication n'est pas trop grande. 

Il n'en est pas de m~me lorsqu'on a af~ai~e hune tache sc lo

calisant en un endroit oi~ se trouve habi tuellernent un acide 

aminé. S'agit-il d'un a:nino-acide libre, d'un ou pluf.d.curs 

peptj.dc.s possédant le mùme com;?orte:nent chro:~1atographic1ue ou 
d'un m6Jange de pep ti de ct d' arr.ino-o..ci do ? Ln te~hni que que . 

( 17.) - Solvant I : toluène-pyri chne-r1onochlor~1Jrdri yue du gly
col a~moniaque 0,8 N (5:1:3:3) 
Solvant 2 : 1-1h6nol-alcool isour:wlique-eau (I:I:I). J)o.n[; 
le fond de la cuve, on place 200 k 300 cm) deune sa
lut~or~ d'a11moniaque à O,I p.IOO (en volu~tes) (BI.SEHT~E 
& O.REUX). 

(IS.) - Révélation par la ninhydrine. 
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nous nvons décrite ne donne pas toujours des réculta"Gs nets et 

la question est parfois très délicate L'- rét>oud:re. 

Un autre p.r:oblèrne dif:rïcile cet celui des pol~:-J:è:ce::; 

d'un :nt}-::o [lmino-n.cide. Seules les données qv .. DJ1"Utatives tr~s 

p;céciccs (dosages d'azote a1iné ..avant ot après hyclcoly.se, co:n-. 

position élémentrüre, etc •• ) permettent d'obtenir une répon~:e. 

Un t1·ès l'cau travail d'analyse de ce genre a été rét.-•J.isé par 

D:EJKimH, STONE ct FHUTON [s~, ·qui ont isolé des e~drai ts aqueux 

d'une algue ""!arino la L-py:n:~1:.idonoyl-ct-TJ-c;lu-Gantnyl-L.::c;~-

~. 

4Q) - A np li cation ct ré:mltat:; dt:! la -:1rHhodc .- J?a:r:·rü les 

nombreuses a 1)plications de la méthode, nous avonn choisi qtwl

ques exemples par~iculi0rcmcnt d6~onotratifs. 

a) Structure d<J la gra::ücidj_no S.- Des travaux 

riet.u.~s avuLmt dén·wrrtré quo J.a gra~nicidinc S conten:üt 5 amine

acides dans les propol~ion~ ~quimoléculaires (valine, ornithine, 

leucine, phénylalanine et p:eolinc) (SYNGE [f33) ), e-t pos.sédait 

la str·ucturc d'un cyclopeptide ; on n'avait pu déceler de grou

pe'ïlcnt carboxyle libre et SANGER. @~ avait éts,bli que le seul 

groupe01ent a-'1iné li brc était le S -;:m
2 

de l' cr·ni thine. En .r·éa

lisant l'hydroly,<.;c p<=œtielle de la c,r~v:~icichne .§ éi.anrJ HCl IO il. 
~. 37° c 'l < ""-~ 58 . u. - , pc: .c.a.,. v J OUl'G, CONSD::::N, GOR))ON, l~Afl'J!IN et S:.:r;GE [G5J 
~;ont p~1:rvem.w à isoJ.or et identifj.e:c les di~eptideu :.;t.üvan-t 8 : 

valyl-ornithinc, ornithyl-leucinc, leuc;;l~:prlén;yl:J.lw:üne, pl.iiS 111 _ 
. ,l 

lalanyl-prolinc, et deux tripeptides : phén;y·lalanyl-p:oJ..~··l-vali-

ne et valyl-ornithyl~leucine. Toutes ce.s donnécn ont été véri
fiées avec des dipeptideo de ~;ynthè~.:;e e·~ ont per.-ilin d 1 étaulir 

dans la gramicidine S la séquence pept.idique suivante 

- valyl-o.rni-th;yl-leucyl-phénylalunyl-p:colyl. 

b) Pa1·:ni J.es autre~ problè~~.ê. abordés pnr cette tech

nique, il faut ég:üc;;wnt ci ter 1 1 étude dc3 hydr·olyoats po.:rtiels 



de protéines. Malgré la très grande co~plexité (I9.) du pr~tlè

:ne et en dépit des disproportions entre la so;n:110 de travail ù 

fournir et le lü lan des ac qui si ti ons possibles, de nombr·eux chcir

che.urs ce sont attachés à cette question. 

CONSDEN, GORDON @~ , M.i\H'l'IN [s8_] , en étudiant les 

hyctrolysats partiels d~J laine, ont pu identifier de nombreux dj_

peptides d'acides dica:r·boxyliques et de cystine. La conclusion 

la plus intéressante de leurs travaux réside dans le fait que 

des- acides a:ninés comme l'acide glutamique, l'acide aspartique 

et la cystine sont eneagés soit p2.r leur carboxyle, soit par lc~l.!J:' 

groupement a~iné dans des liaisom-, peptidiqucs ayec la pllq)al·t 

des autres n:ninO-<lCi des. Il cxi ste ég8.lenent un pou.rcentac;e 

~levé de r·adicaux d'acide glutamique liés entre eux. ·cee i':ùts 

pr8sentent naturelle;nent un intérGt :fondamental et dé~nontrcn-t 

que l'hypothèse de BERGMANN sur la périodicité des acides aminés 

dans les chaînes polypeptidiques n'est pas universellement vala

ble. 

\Enfin, SANGER et 'l'UJ:PY [s~ , étudiant la fraction 

polypeptidique basique de l'insuline oxydée, ont pu, en rassem

blant les résultats de l'identification de 50 di-, tri:-, tétra

et pentapeptides, déterminer un certain nombre de séquences de 

· cette chaine (voir page 53 ) .. 
.. 

Ces quelques exer~ples d'application indiquent suf'.fi-

sammcnt los possibilités de la méthode. Ellè est très séduisan

te, quoique la réalisation en soit laborieuse, fastidieuse ml:me, 

lorsqu'on s'adresae à des mélanges complexes provenant de l'hy

drolyse partielle des protéines. Le nombre de pe.ti ts pcpti des 

obtenus au cours de 1' hydrolyse pnrtielle est très erand. 

( I9.) - S'il y a dans la protéine I7~·I8 arnino-aciô.Gs dif:t'ércnt ,. 
il peut se former 289 à 324 dipeptides différents ·J~ 
( DFJSNU1~LI,E @6] ) • , 
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D'autre part, un certain nombre de liaisons peptidiques sont 

très labiles et il est imrossi ble de déto:f·mincr les enchaînements 

des amine-acides qui les entourent. Lorsqu'on accumule pÇttieml:'tent 

et OlJstinément les données expérimentales, les résultats devien

nent de phw en plus intérc.ssants. 

Il se:nblait devoir ~tre ùgaleacnt fructueux d'aborder 

par un ensemble de techniques analo:;ues à celles que noun venons 

de déc1~re, la question de la structure des polypeptides de 
. . 

poids :-r:oloculaiï'e~ plus t:levé (ceux par oxc'1ple qui récultcnt 

de certaines h;ydrolyscs enz~;r!1atiqucs dos prot{:ines). I:'lalhem:·eu

sc:nent' ainsi que nous n.llons le voil' y1aintennnt 1 la sépal~ation 

des "gros polypeptides" s'avère encore plus difficile que celle 

des olicopeptid~s. 

/3- CHROf~ATOGRAPiEE DE PAR1'AGI<; DSS POLYPJ<;l?1'IDES DT,; 

POIDS r,WJ~ECUI,AIRf~ EIJJ';\'E.-

\ 

IQ) - Chro:natqr;raphie de pa:ctae;e sur pa11ie.r.-

:Pour la St~paration de peptides de poids mol6culnire 

a~_; nez élevé, il cs·i; rcco:··1mandé d 'Lrtilincr du p[!.j)icr Wl~.::1.tman nQ 1;_ 

Le Whutm2.~1 J::.Q 3 J plus épais' c::;t uvanta{_?;CUX pour exucutcr des 

chro;natoc;:-cap1ües sépa:cati vos. Le p2.picr ffiunkt~ll nQ 20/150, re

COT!11.1andé par CHFIVŒR ct TI SELIU~J [9<2} pour 1' électrophorèse m1r 

papier, pc:r·n;et ausni de fractio:~ülcr de plus t:I'D.ndes quantités 

do pep-Gi dos, nais malhcur·cusc:~1ent la l'rtpidi ·cé de progrcsbio:;.1 
du f'l'ont ( 6 à 8 heures) nui-t ~-\. la résolution c'hromatoc;raphi que. 

Incontcstnblc:ncnt, le mail leur s;:/st3·ne solvant est le 

lJutni:lol/n.ci de acétt <lu~ ( voi.r plus haut) • La chro~112:tocj,"apbie 
bidim_ onsionnclle peut ù-tre · :cén.li:-:éc e11 ··1t;1· ... " · . _ _ _ . - " ..... J.sar:_t:. ce rrwme systè-
ïn"'-<·ol'rq-T,: d·"Hl"' 1 '''"' dc'll'r Cll"'CXl<',O'~ .... (I''lTl-IP L J .v v ~,; ~1 .., ,_ ..... .....:;~ -Y ~J J"\. • ~t.,. ~o.>..~o.. .L . ...J 1 II.J S (9I ·;:-.1 ("·;-:'lo-.r.-.~-\ .J 

. · -~ ... . . . t .lJ , .. ) ·.:J .L .. L .L!J C l~ 

' . 
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BOULANGER [::0) (voir fJgure I8). On obtient alors une répar

ti tian du co:nple::ce peptidique sur une dü:!.gonale p2r·tant du point 

de dépar·t de la chro:natographie. SANGER et Turry [92/ij céali nant 

;généralement leurs chror:Jgt.ogrD .. phies bidimensionnelles avec le 

!!!-crésol (mr
5 

0, 03 %) . co.·;r:te pl~cmicT' c;yr~;tème-~:olv~mt et le bu.to..~ 

nol/i:~ç;id<:.! acéiique (20.) co·:r·te [;ccond. Il fmrt sicnalc:.r· que, 

dans de nombreux cw::;, alCïrs qu'il n'existe aucune séparation 

nette en chromatoGraphie unidimensionnelle avec les systèmes

solvants utilisés, il er:;-:~ po~wi ble néannoins d'obtenir une :réso·

lution satisf2.isante en ehrcr.'la.togrn.phic bidimensionnelle avec 

les mù;;WS systèrJCs-solvnnts : le premieJ:- solv::m·t enlève proba-· 

ble:acmt un certrün nombr1~ d'impuretés chro11::::rtoe;raphi qucmcnt g~-

nantes. 

La révélation ne i'ai t par l' e::mmen en lumière de WOOD, 

par la réaction à la ninhydr'ine avec interprétation immédiate 

ou tardive (24 ou 48 heures après développement), par la réac

tion de PAULY" ·PORATH et FLODIN {23] ont décrit une méthode de 

révélatio~ assez ingénieuse qui repose ·sur le principe suivant. 

Les acides a-ni nés, les p ~pti des et les protéines, par efi'et-tam

pon, e-npûchei1t l'hydroJ.y;Je de la cellulose du papier provoquée 

par des agents co"'lrne l'a::!ide sulfurique 0,004 !! à II09-I20QC. 

Ensuite, par une réactio~ à l'orcinol, il est possible de loca

liser en blanc sur fond :rouge violet les taches corr·cspondant 

aux acides a~inés et aux peptides. Nous avons es8ayé cette tech

nique ;nHis en chr01:1atogr:1phie bi di::~ensionnelle 1' interprétation 

e.;Jt toujours :O':.Sf;;cz délic-:1.te. Enfin, EYDON et SMITH Q?~ ont 
·)ro ' ' '· '· 1 1 l ' '1 t · t ' 1 ~ose racc~men~ une mu·Gloce ce reve a ~on res sensible pour 

les peptides. Elle consi3te h former le N-chloro-peptide par 

chlo-ruration. Emmitc, p~1.r pulvé1"isation sur le chrcmat"'~r'-1l)lma 
V{_. c;,, 11....., 

( 20.) - Il y a souvent inté:r·nt à lais~; er pnsser le front du 
but::mol 2~u d.uUt du bo:cd inférieur du IKt}:Ji cr. 
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d'un n}actif contenant dG l'a::üdon et do l 1 iodur·e do pctas::üu:!1, 

les peptides npparçür:['lcnt sous fo.r'i"'lG de spcts blou-foncé sur 

fond ble<l pfilc : 

_ CO- NH_ --~ 
CI2 

CO_ Ne! _ 

La quanti-té de peptides à utiliser es;t de 1 'ordre du 

milligra'YI:Y~e ( 2I.). En chro.,mto~rnpLie uni ùirr.cnsionnelle, il est 

très utile d 1 opérc:r· avec d~JS conccntx-ations crois:.:;antes de pep

ti den (par exemple de 0,05 ù. 2 m[d 1 de façon à obtenir' lDlC échel~ 

le de eradation dans la coloratio~ ù.·la ninhydr~ne. Cpci f~cili

te considér·ablc:;1en't le repéJ:·age des difiéi.~entes taches. 

En ch:co::la"Loc:tal)]Üe t~nidimcnsionnellG, il est f.réquent 

d 1 obtenir de::~ ef.:.;'cts de truînûe (les peptides loo plus {~x·cs :ccs

tLmt ~énô:r·alc:;:cn-t au spo·t de dépar··t et la :r·é::::olution r1.c por··ca;:-/~ 

que r;v.r qLJ.olqucG taches bien isolées ct rapides dans le 

buta.:;.oljaci do c.céti que) • :C:1 ch:r·o::~n:tot:;::capl:.i o lü dimc'.1::.:ic·::meD. e, 

on cLr)c:r·ve Ci.;Eél'alc.rent des s_pots la:cDCD, à coL'tOW.'D ri::::c:ez rr:al 
\ . 

dt):Cüü.::. A:;::.:cz souvc'.'ït c0; . .ué-ci ::;e ra;..:se.:11.Jlc:1t GOtl::-> io::r·,::c cl' u.11e 
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Lë1. chro.-J!atogrJ.plüe unidimenoionn;:;lle se p:d~to non 

- . 
sculo·:Jcnt ~~ l' ano.lyce d' ~tn ï1clm1~:~c pcv ti di que, mrüs pcu:i:. ê-tre 

utiliuéc ég~clenont co~n !lC ~Jétho<J.e :::;ôp::n·:..:.ti ve. Mnis, dnn.s cc der~ 

nier Cé~[3, la n'icup6ratio,1 duo :t.,oncs doit sc fnire avec bo~~ucoup 

de précautions. Un exemple dér1onctxo..tif de ce "1éUllJl!e de ~:;élee

tivité nou.s est i'octl"ni r1r l'étude du fractionne:nont d'hydro-

1 y;-.-.,-;-,, I)Cl')C'J. OL'"·r· do oro·'·-\J." I"C" (1.i:>''I<~1;'Dfj'I"J" e·t "t>QULIIHQ.Ti't') ro5l ) 
- . ..)(.;~VIJ _•.J ..... '-C....-J..) ·-' \.1,_,). k.) J.JLJlt~_....J .lJ J,.).,l'f..jjJJ.\. L.::::'J • 
Un mélr~ngc ch; pc JY"Li des o btcntts nprès fractionnement do base 

r.::ur rô~üncG ù <.5cllD.nr.:;c d 1 ion~.:; cr,t chro::1atogrnphié dé.H1G le sys-

tèrr.c butu.nol/::wi de o.céti que. Il eut po:..;ci ble d 1 identifier I 3 

zones différentes do n.t l8s nl!, co nt le::::; mü vents 

AI A2 c D EK B I 
B 

2 
G 

0,04 OYIO 0 ~ I2 C,IS 0,2I 0,25 0,30 0,35 

F PI p2 p3 p4 

0,15 Cv 55 OYGI 0?68 0,84 

\ 

' Chr.~curw de CCE ' 8lution, e::rt SOV~fi.1i 88 de Z0118f., 2:.fli·co 

J ' T 1 L 1 . bl d t t 1 1 , .•. ' , /. . , ~o .van:G. _ e~n, ~'.._ors pc.::-;~n e c cono··a cr eur _;.e:;Gcl'O{;e:n..;:Ltc. 

I\. côté d 1 un co··1f!ODnnt pl incipo..l, il exi::;-'cc 3 ù 4 cornpocants 

J:lirleu_r;;; E' 2 (HE: 0,20), :!!'
4 

(TI)!': O,I5), 1!'3 (Hl!': 0,23) et un 

cc.nr:os~mt principal ]'
5 

(Hl!, ·: 0 1 46··0, 50). Apl';.:;s éJ.uticm do tot:.G 

les co.·1po~~é~rr~s p:cincipar x, un co:rr~rOl~.: d' homoc;én(ité e~·>t dG 

.,.lO'lV''''lU <·f·J''c, ... ·:- ,,,-<; + 011 J. O\.. r·~C" - . '·h '""'._.. .J .• -· v "' ,__,; ' v -~ u 

O:,t 



po~Œtant cxtrCmement pou sélectif .. 

En chro:1mtogro.phie bidimensionnelle, la sélccti vtté 

d:::;.11n 12. l'ésolution est plus as.surée. I\~·n.is de toute fr:.qony un 

nutr·e problè<ne trè8 important se rono encore au cours d~ la 

chrOI]Utogr~l.phie tiépu.ro:ti ve celui du cont:rûle de la ~~·et~ 

Lor0qu' une :z,ono bien dé:finie a été éluée o.pr·ès chr';

mf:t"~ograrlüc sépnrnti ve, il s'agit de suvoir sil 1 on se trouve en 

présence d'ul!. sn}!!, pol:y1)0p"tid8 ou d'~_n mélanr.t2 de poptidt~G de 

cc 'fli)Ort<.:::J0nts ch:co;·p.~J.togr·tphiqucs idcnti ques. Le Cl'i tère de pu

~oté yuc nous pl~pcscns co~poz~e 

- contxôlo d'ho~ogén~it6 dan8 plucicurs 

22) V\~r·iiïcation de la con.st~:u;.ce de l:1 Co'·':};o:::,i ti on en wüno ... 

acido.'J après h;ydro.ly.::;e t:..,-ëalc do c.ti.:t':c'énmtcs p:.u·t::i:cs de la t~1.

Ch8 ct d<~ la mù::1e t~:'!.che récupéJ.~éc Lt pu1·ti r de difJ:éz·cnts chrc·:-'.::l 

·~ogr~J.:11 1:~cs ( SAtJG:':;H et ~L'iJ.PPY [}J6] ) • 
3 o ) , · d , · r· · · • J · · 1 ·' 1 ' · · t 1 , --- - c·cu e uu iJ -1 2 'tcr:;a :lC . .J.. par .r1. :n<;'L lCuG c.cs o.~nr rop lcnyl-· . 

U\Ünr-~~c.cidcs ( SAHGEH 0t fu'PPY Qr[) ) ; toutefois, il er;t 1JO~c;~~t
bJe7 D. cs.twe de l'inf1uoJ.ce du groupenc;.yt; aminé libre sut· J.e 

co~nportcr::cnt chrc:natogl.~a~hi que d'un pep ti de (voir· pn(~G :)2 ) de 

trouver ensemble deux pc~Ytides dif:~.:érents possédr.mt le n1~,:1e · 

n'tÜno-acide en poGi'Lion terminale ; 

!;.~~) - étude ch~ t;:t.'CJU)?C\::c;rJ'G co.rboxyliql~O ter·nlinal pnr l2. uéthod(". 

de Tito:.l.PSOH [?oJ ( 22.). :Le p:rj.nci:pe de cette tcdmique co:.JsLs

t·~ ;, 1'•:.ti r<\ '1rir ~. I'>l.J 7 A r~ur le '1CL)'(i cl•-> de LJ. C~t:d~r,~,_-· .. ··o. ~~,.,··l.,]· cl.,,.,. 
(_.., \.. · • '-' (.., . ..__) t_..;.. L J .:...1. t....,.;. -' .L-' • '- t,.,.. 1...; to .J. - ,<.:' • •L.v .. ) •..! 



Dt ~~, 111 ln .,. • ' '" "" 1'11 "'' "· 

o•·Q 
l. .. · 

,_,_v •-••oui 
•1UfAftfll 1 Ar Mf't..,_ J 

FI& 

• • ... _., . -: .. 

o•••O •. ... .a,. 

20 

\ Grl'/ c 

ALA tif/li 

• LEU 

-'U-

tl&~1-
c oh h·ô 1 e. de. l'ur e.t- i à \a ca.r boJC.l! f'e.f'~Ïdcae, 
( é l< i .s te.nc e. cl e. cl e.u x (' e.t" 1-i d e.s , 1 'u Il ter Il'\ i 

11 
• 

~or la Ieuc.ine.l r 'autre. ror 1 'alanine. J VoJ,.. e. 
. · 1-a bT l'()"- Xl V j . 



-52-
résine par dt; 1' a~:noniaque 2 .!! et identifiés en chror!lato~raphie 

uni ou bidi'"1Cnsionnelle (Figure 2I). Pour des temps d'action de· 

l'enzyme assez courts (4 à 6 heures), seul l'a:nino-acide tcr~:ni

nal porteur d'un groupc:'!wnt caruoxylique libre es~ libéré. 

5Q) .... enfin, on pourra mettl~e à profit la formule de détermina

tion du RF théorique' de FARDEE 1}9] (vo~r plus hnùt). 

En concJ.union, la ch:r'O::latoeraphie d~ partage su:r· pa

pior des peptides de haut poids moltculaire est Féalisa~, 

mais nécescite dans ses modalités d'application ct d rintorpré

tation un certain nombr·e de précautions rigoureuses ct indis

pensables. 

2Q) - Modalités d'application de la méthod~.-

Co:'1"'1C dans le cas des "pcti ts peptides", la co:nplexi

-~é des mélanges peptidiques à étudier nécessite la mise en ocu

v~e d'un \f1~actionnoment préalable, mais dont la réalisation est 

Plus délicate encore. Cette simplification est longue et dif

ficile. La ch.ro:natogl"'a1)hi e sur papi el"' est, déjà elle-mù:nc, 

une méthode séparati ve que 1' on 1-1eut coupler av~c la chro;:mto

g:r·aphie de pal~tage sur colonne, soit sur poudre de cclluloGe, 

soit Sllr ~deselguhr (ou Hy.flo-Super-CtJl) (voir pace 55 ) . 
Parmi les au-tres mé-thodes, citons la chromatographie sur rési

nes à échange d'ions (voi1· page60), le fractionnement iono

phorétique et l'électrophorèse uni- ou bidimensionnelle (voir 

page f f), la distribution à contre-courant et surtout les mé

thodes d'analyse par_ dévcloppet'Ylent par déplacement et d • ::maly

se par déplacencnt par tram~por·tcur (TISELIUS) (v6ir pa8e 7. 8 ) . 
En couplant rationnellement toutes ces techniques, ori peuf es

pérer arr·i ver h une si 1.plification notable du mélange peptidi·
que. 

Cl1acune des fl:·uctions ain~i o btenucs, analyBéc par 
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chromatographie de parta.;e sur papier, ce révèle cons-ti tuée par 

un no,.,1bre lim_i~~·~ de p(_;pti.dcs. crest à ce stade qu'il faut s'as

surer de 1' hon~(i;::;(néi té d Jf3 fractions~ en utilisant les Ct'i tèros 

de pureté que LfJUS avons déc.ri ts plus hzmt. M:..üs, en supposant 

que les peptLks ainsi sSparér-{>oient purs, la détermination de 

la sé(iUCI~ce û n a:!linn-·o.ci.des e::.;t encore très délicute ct nécer..;

ci te tmr:~ r..o•. /e:.~.e ~ÜJ!J?._~~_fj. CI~tj:..(~~ pox·t:..mt cette fois Bur la stt·uc

ture der; .:'olypcpt.tdcs. 0.1 peut y i)8.IVenir so1t par ~!L~l~~}y_~E, 

I~~u··UsJ..:.::~~~~?:}-~1-D.~~ (HCl IJ li 2l. 379.C pc11dnnt 3 joun::, HCl 6 }i à 

37:J.C :cndo..nt 6 h:n.1:ccs, II01 li 30 nimr~•-1:-:; à Ioouc), soit p2.r ,b:[~~l"~~·· 

Le:.:; 'souG··fr2.ctions n aimü c, btenue:J pcv.ven·c nJ.o1's û'tre 

md:~· .sées Bui 1 ant los 1H~thodes eénéré:d cs que nous avons cxpoGées 

au (ours de l' é·cude des 17petits pcpt1(los 11 (voir p::.se 38 ) • 

L r •• J.Lmti:fi ca·~l on de ces ;;>cpti dot> s' efir...L~tue eG[Hmti elle:ncnt par 

~i .1yd.rolyse Ll'ido totale suivie de chror~~· .. toc;:co::rphie bidj.rr.cm;j_oi.1-

.icl1e, par ù.5tc:r-:ün8.tic:n der; croupcments ': H
0 

ct COCH tcr:;li rmux, 
c.. 

ot en:fj_ n. ~:1r l' appli cnti on der:; méthodes d' é·cude de la sé c1uencc 

dus n:~rj_nc.:_acj dor-. (ED:lJ.j\JI Q:oo] , L'LOHI S et (:,:;vy ~0~ , FU,'\:I~NIŒ'L
CONHJ\J [ro2] , INGHAIK Q:o~ ) Q 

Ijcs difficult{s tech:niques no;-v,b~ccus~~:.J e~~lili<.JllGnt la 

lenteur den acquisition~. Toutefois, celle c-ci :::;ont d6jh trèr;,.; 

impcrtr:~.ntes : c' e~~-t aim: i que SANGEH et TUPl)Y t~rc,~\ '-':' ~ nc'·..,'I·) .._. . -- :J , 1-Jll..!..'i ).tJ \. 

ot 'I'Ii0~1PSON ~04 bis] , ont ~~éussi ~-~.. ~-~stoT:!~).ncl.;~ d,; L~çü.n. _t!I·,~e:i.-

se la structure do l'in~uline oxydée. D1 v:tili~:.::·.Jrc conjoi:::tk·.;:\..!:-rt 

les ré nul tats c1' analyse four-nis ptœ .le~::; hy·c:r·olJ.J<.:':so r:c_.)siqt:e ~ 

chymotrypsique et trypsi que, aj_noi ,rue les do~\llucs 21.-rl;(:ci 1;;;,.ü·c-

mcnt établies par l'hydlolyse partielle acide do cette cL:J:nc~·::e'; 
~S.-::::·.~ auteurs ont pu détolmincr co·ml~ta.,,.Jl1t 1 f1 ~ ~''ltC'J"·'"''-' 

0
, ·-"" .. 

J.. -·-4 ~- ._c, 1.n ... \l. .,~..._,\J .~ )\) l.\.; ... 
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Il n ~ e~3t pas J.écc::J~i:d. r·e dt in si stGr sur. 1 i intérêt con

sj. dé ra ble que présent(~~ tant tlu point de vue théo ri 4.ue qtw p.:ra-

tique~ la ·conna.i.sBance <.o la struci·,Jxrc de l'in::;ulj.ne les ob-

scrvations de SANGER et 'l'UPPY ont per-;'lis en r.xutre de confi:rmex· 

les travaux de DEHGMA.NN sur la spécj.fici té d 1 action des endo

pe_ptidasesQ Ces travaux suf:üraicnt déJà à démontrer la validi

té de la méthode généra: e que nous avons résumée. Cependant, 

tout en r-econnaissant q\ e le travail fourni par SANG-ER ct TUPPY 

est d'une importance CU] i tale, il faut renmrquer que· ces au

teu-rs se sont attaqués ~ un problèse relatj.vement simple~ qu'ils 

ont eu le mérite de "len<r à bien avec un ennemble de t~chniql.te 
. rclati Ve'"lent faciles à • ettre tm rwuvre., Les travaux de LI et 

de 'l'I SELIUS [Ï.o5] sur u1. substrat déjà beaucoup moins simple 

~'hydrolysat pepsique dt l'hormone adrénocorticotrope (ACTH), 

de poids mo.léculaj.re de 20.000 environ) montrent que les diffi

cultés du problème augmt nt.cnt considérable::tent en fonctj.on du 
\ 

PIJi ds !:!olé culai re du sul -st-rat auquel on s 1 adresse o 

Les résultats positifs très modestes que nous avons 
0 bten~s avec un suust.rai encore plus complexe (la sérum-al burü

ne de poids moléculaire de 65~000 environ) et qui sont rasser~l
bJ.és dans le chapitre D, con:tïxment cettA opinion. 

C)- CHHOU!Nl'OG "t.AI'JUE DE PAFTAG-E SUR COI.ONfŒ -
1 . ~·---·· ___ ..__. ___ ~.__--~----- -·------ ~------L"'----.... 

Il nous scmbl1 jntércssant de conpléter cet exposé 

pu:r quelques j_ ndl ca:tion: sur la chromntocraphi e de pa:rto..ge ùcr~ 

peptides sur colonnes" 

Des résultat.s ont été c}btcÏlUs avec deux sub:.:.->tanr'e:::; 

lu poud1:>C de ! cllulo:.Jc d qune u __ 2.r·t et 1 ~ ''i'Tc-·l·J. ,-... ,n·.·· 
- .• .L"-1... • ~ l: ...... }\._. 



Cel" {ou Kieselguhr) d'autre part. Les autres adsorbants, no

tamment l'amidon, qui est très utilisé pour la séparation des 

amin:)-acides, ne conviennent pas au fractionnement des pepti

des de poids molécul~ire élevé (LI et PEDERSEN {!o~ - FELS et 

TISELIUS ~0~ ) 0 On peut aboutir à des erreurs graves, commP

par exe:n.ple le cas du "peptide A" que BOORSOOK et coll. [!o~ 
avaient isolé de nombreux tissus et de la peptone de WITTE 

par fractionnement sur colonne d'amidono En réalité, FELS et 

TISELIUS ont démontré qu'il s'agissait d'un mélange de peptides 

qui apparaissent très r<:cpide:nent au bas de lac~olonne d'amidcm 

parce qu'ils ne sont pas adsorbés. 

a) - Colonne de Kieselguhr (23.)o-

L 'Hyflo-Super~·Cel (Ki eselt,'Uhr) est un très bon sup
port pour la phase stationnaire, car il est très peu adsorbant., 

Il permet de réaliser des chromatographies de partage "pures" 

et peut Gtrc utilisé pour les ~ol6cules de grosse taille. La 

préparation de ce modèle de colonne est réalisé suivant les 

modalités particulières précisées par MARTIN ~0~ : 

Dans un vase ~ précipitei on mélange très soigneuse
ment 1 1 IIYflo-Super-Cel avec la moitié de son poids de la phas~ 

stationnaire du système-·solvant utilisé ; puis on ajoute par 

petites portions la phaee mobile jusqu'à consistance crémeuseo 

Le mélange est alors versé doucement dans la colonne à chroma

tographie, constituée par un tube de verre muni à son extrémi"té 

inféri~ure d'un disque cl.e verre fritté de porosité 2 ou 3. 

L'ensemble est homogtnéisé par tan~ement avec un disque perfo-
:r , t' e m~n e sur une baguette ; on recueille des fractions de 0,5 
à 2 ml, à l'ai de d ~un cc.·llecteur automatique. 

(23.)-· Hyflo-Super-Cel ~ Johns M'ANVILLE et CQ (lŒW-YORK) 
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BELL et col, ~ro] ont utilisé avec succès des colon-

nes Hyflo-Super-Cel poür séparer les divers types de Polymyxi

nes ~ antibiotiques isolés du milj.cu de cul ture de di:ffércntes 

souches de J3...!...,.]2~lyxy_ma. MAR1'IN et POHTER girJ purifient la 

ribonucléase par chromatographie de partage sur kiesele;uhro 

b) - Colonne de poudre de celluloseQ-

L'emploi de be type de colonne a été pour la prem~e

rc fois préconisé par CONSD.i"ill, GOHDON et MAH'rijJ [II~ .. Il est 

reco~:~mandé d'utiliser la poud:ce de cellulose connue .com:nercia..;.. 

lement sous le nom de S0lka Floc BW 200 (24.}. Celle-ci est soi

gneusement traitée et lavée suivant les données de Cl\..l'!.P:OELLj 

WOIŒ: et MBLLAN13Y [Ir~l (cau distillée, acide acüttque à 5 p .. Ico 

à IOO~C, eau dj.stillée, alcool absolu à chaud~ éther sulfurique), 

Finalement, ap1~ès sécha.~e à IIO!,Cy elle est mise en suspensj.on 

et conGcrvéc dans l'ci.cétoneo Cette suspension a:::étonique est 

versée dans une colonne constituée par un tub~ de verre muni 
' \ 
a son extréwi té inférie:.u·e ù' un disque en verre fritté de pn:cc .. 

si té 2 ou 3. Après tass::~ge corz·ect (voir colonne de ld.eselguhl') ~ 

le syst~mc-solvant (25.) utilisé est passé jusqu'à saturation 

co·:1plète de la colonne. On se rend compte façilement de la s::r~u.-

(24-.) - Solka-}!'loc 13W 2JO (ImOVJN COPn)ANY~ I46, Avenue de.s ClW..t'lP~:>-
Elyr;éeo, PARIS :3è:-:1e) .. ·-

( 25.) - On utilise génô r.ale:nent le mélange sol v:,mt but 8 nclj·:1 ç·J· c\ .,_ 
, . , w"- .t:. 

acetJ. 4ue. On pe·ü ec;alement el"!ployer le systè~:1e alcoo-: · 
g prop~rliquejalcool g-butylique/HCl O,I N (2:I:I) ou ~ 
le phénol saturS d'eau. Dans le cas de ci dernier sol
vant, au c~u~s de la ~aturatj.cn9 ~la poudre de cellulose 
prend un~ Ge:- nt J bn~nutre. Il es\. recomcnandé dans ce 
cas pnrtJ.culJ.er d'effectuer toutes les opérationr· a' 
l ' b 't' ', t' 

0 

. o scurJ. e ~ 1. :~ap?r~t..}o~ su; verre de montre d 0 s fr2 c-
tJ.ons recue1ll1.~Q s ef~ectue a une température de 37QC, 
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ration en pr~levunt une petite quanti té du liquide ef1'luent et 

1 
en y a~joutant une goutte d 1 eau : lorsque l' addition du cette> 

e'Jù"'Gte d 1 cau produit un tr·ouble dü à la forma-Lien d'un système 

diplwL;iqtw, la colom·.$ est prête .. Il su :t'fit a lox·s de pa~:ser 

sur la colonne très len·:;c:-:'lcnt le m8lan1.~e de peptides di ssov.s 

dans la phase orr,nnique du r:1Cnw système-solvant 1 puis la !?hase 

o:rg~_mi que elle-mC ·.1e. De~: fructi ons de volume connu sont rccv.cil

lies cr·[lce È;~. un collecteur t::lutomatique. Après évaporatic,n sur 

verre de montt··e à tc:-npé:t·o..ture du lalJoratoire, chacune des :frac

tion.D ainsi obtenues est étudiée en chromatographie sur pn_piex· 

uni dimensionnelle, de p1·éférence dans le rr1ôrne systè:ne--sol v mit~ 

c) ~~'Iodali ~Q__~~d 'i~~?_PJ:_:J:. c:1~1:_~n de la techn~~-d~_5hJ.:?.r2~}-

~.?13.!:0J:..bj:...~:!:...~ c-l r-!.._llnc _: 

L • appli catio1 .. de cette technique est très délicate 

et nécemdte des pr<3caui ions très ri~cJttreu.ses (LESTER-SN1I'l1H 

[! I4_] ) •. \ La question d< satul~.::'l.tion du sol v::int en en.u est ici 

trèG import;mte : un soJ vant nou.r,;-so:tu:ré "prend" de 1' eau :fi

xée nu sL~ppox·t i neY·te ; invcrL>ement un solvant surso.turé en 
11

Cède" ~ Il est préféra.bJ e~ nota::~r:Jent pour le .systèr:w butanclf 

ac>:ide ucétiqLle, de pr<~pu:·e:c le sjnJtème solvant plusi.curs jours 

à l'avance. D'autre par-l, il i'aut.éviter, au 'Tiaxümm, les chan

genents de "tor:1péx·ature c.ans le laboratoire poul' éviter 1 es dé

mi:xti ons der; systè:-:1es-t~c lvu.nts. Pour éviter ces inconvénient 0 , 

on peut <l' ::üllcu:rs r1ur.d.1· 1•)::-:; colonnes de chrcmatograplüe d' LUW 

erüne d'r·.rniantc" Ces dôr:ixti.orw du [:olvnnt expliqt~ent J.es e:t'-

:Cc-~"' d() 11 C~üti1"J1"' '·"0'-"1> 11 n1 ·---~rv· {(,,. (1''<'•'1(1' "'1 cl·rc~,~-J-( ·r· h. . "~ '-' • --· ..... ,, '''-' ... ·.,~-- '-''-' ·'"-~ ._. L. ;,,,,_~vJ(?;_.,\.p ).~e Uü co;-.:-
'!)(i::C~,-~ r'l11'' C•?lp c·l'''"' cr•l c-~ll.l ,, (1° ~,;e,--,,1,-.u·~,,~ T q "-;·t''<: e . f , l ......... ~ .l.: ·- l..·"'·- .:.,...) .Jp~ J: ,._, ... .~. • ..~.o .. -.. ~ ... <....> .... s. .a -..!·.À. v ..... •... :J:3 u· ccott...~e 

ment du :.:;ol vant ûcit ût 1 ·e(~tudi ée et r·6~léç minutieu.se;nerrt . nu. , '--· 

cours de ces s6pa:ratiom ' qui se prolongent eenéro.lerr:.ent 4 à 8 

.)Gt.l'l"S 1 une v.ite::we tr()p g·cnndc ne perrnct p:.1.r.3 l'éq'tülibx·e entx·::~ 



la phuce :;'!Obilc ct la ph1~1e stationnaire : il en ré~u.ltc cér:é-

ralemcnt une augmcntatic.n do la valeur de RE et des phénom~ncs 

de. queue. Il ne ft-'JX~ par non plus· trop ralentir la vitcr;r;c d' 6-

coule-:!cnt (ni ar:cùtcr lE. colonne) : ceci produi-t, en cfi'ct ~ un . 

éla:rgisucment des :t.oncs par phénomène de diffusion. Il faut cc

pendant toujours se rupr cler que la réussite d 9 une chro~nato,~:r<J.

phic nécessite souvent ~ne exceptionnelle patience. Le disp0si

tif de colonne que nous utilisonB l12.bi tuellement et qui nous don 

ne entière sn:LiBfaction eot schématisé sur la figure 22o Dano 

les expériences que nou~ avons réalis~es» la phase mcbile pas:.Je 

toujours sans pression tdJitionnclle à la vitcs0e d'une coutte 

par 45 secondes. La régtlarit6 de l'écoulement est as8urée à 

1' ai de du robinet ( R) • I e remplissaGe com1üet d.u se{nent de 

colonne (26.) est assurl à l'aide de l'ouverture du robinet (f). 
S'il se produit d0s eiémixtions du système-solvant au cours de 

1 'opération, le segment de tube capillaire (~) per;Îet la réten

tion de la phase aqueunE démixée dans la partie inférie1..tre du 

tube (T). L'inclinaison du récipient (A) penaet également d' é-
' Vit er 1 1 àlimentation du siphon ( S) par la phase U<fUCUSG qu.i peut 

se séparer au cours de l'opération. 

d) - Ciœomatorraphie "couplée" (colonne de cellulor-;e ---
.Q.u de kieselguhr + papit r-filtre) .-

On peut utilü er égaler1ent une micro-colonne munie 

à son extré:-:ü té infériet re d'un capillaire effilé dont la poin

te repose sur une feuilJe de papier-filtre plac6e entre deux 

Plr:wuos de verre (la nl~ .mw <-~u,1P.rimJTe étrmt percée d'un trou 
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d~ quelques :nillimètres de dia~aètre (27.). Le liquidt:'! qui s'é-

coule imbibe le papier c:~rculairemcnt ; lorsque le dinmèt.re du 

cercle atteint 30 à 40 en, le papier est rer.1pln.cô. Après rév6-

lation de la feuille ent:_ère ou de secteurs découi)és d2,ns la 

feuille, Oi1 o bDer·ve un certain nombre d'anneaux conccntri ques 

très réGuliers (Fj_gure 25). Ce diopoDi tif réalise en somme deux 

chr·omatographj_es de pcœtac;e succes;ü ves : 1' une sur la colcmne 

d' Hyflo-Supcr-Cel, 1 'aut::'e sur la feuille de papier-filtre; qui 

joue le r8le de "correcteur de séparaticn" .. 

II) - JJA CHRO!~A1'0GPA1)HIE SUR RESINES A ECHArlGE D'IONS 

Nous avons éga:_cment sonc;é à appliquer au frtH·~·tion

ne:olent des polyl)epti des :.es propriétés des ré~ünes à échange 

d'anions ,ct de cations. Ge sont surtout les travaux de PAflTHIDGE 

et ~. Q:r"B qui nous ont guidé au cours de ces recherches. 

En ef:Let, ces auteurs ont étudié minutieusc:nent les modalités 

d'application aux a:nino-ncides de la chrcnmtographie par dépla

cement sur des colonnes '~ r6sines h échange d'ions. 

a) 1'ypes d'écha:ngeuPs d'ions : (Voir Tableau VIII) 

ti on 

( 27.) -

Ces résines so1;,t généralement fabriqués par polyméX'isa

condensation de polyphénols avec le fo1mol (échanceurs 

Ce dispositif a (té utilisé par TISELIUS et HAGDi~JIL [rr61 
avec des colonnen de ?har?on. DRAKE \JI~ e:-:1ploie ét;:l- ~ 
le-ncnt un. ta:-nt,~u~· cyl~ndr~que tournant garni d~une feuil
le de pap~er-1~1~.re, dont le mouvement co~n:n::mde le dénl r,. 
cement de la col(•nne parallèlement à son axe I 

0
..., ,.,. ~·:c.:.. 

' . 11 . ' 1 t . ~ 1 0 J ..., l> 0 Ll u (; c <:• rccucJ. J.es a a sor ~e C.\e a colonne forc1cnt vne ... - . _ 'J 
le long du p::.:tpie:.·o · · ~·,9~X":ü,c• 
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d'anions) ou substances du type polystyrène, copolymél'is6 avec 

des quantités variables de divinylbenzène (échangeurs de cations). 

) - Echangeurs de cations : Elles contiennent des 

groupements acides, soit so
3
a, co2H, ou h~rdroxyl9phénolique 0 

Résines unifonctionnellcs fortement actdcs : Elles 

contiennent un seul type de groupe;ncnt ionisable : so
3
a (Amber~ 

lite I R I20JDOWEX 50, PERMUTITE 50). Elles échanecnt leur hy

drogène ù tous les pH suivant le schéma général 

(Rz représentant la matrice de la résine) 

Après cet échange, il est possible de régénérer la réGine par 

action d'un acide : 

RzNa2+·2 HCt--} RzH2+2CeNov 
\ 

Résines uni fonctionnelles fai blemcnt aciél:~o- Elles 

contiennent un seul type de groupement faiblement ionisé : co
2
u 

( Amberli tc IRC 50). Elles échangent di ffi cile'!lent leurs ions

hydrogènes et ne le font qu'en milieu de pH compris entre 6 et 

I4. La diü.:'érence fondamentale entre ces deux types d 1 éch2..nGGt).rs 
de cations est illustrée par les équations suivantes : 

- Résine fortement acide 

- Rôsine faible!!lent a~ide 

n c.o - N + H+·c,o l'.z_, 3 a_ ·+ . c 

(le sens du déplace"'!ent des équations est représenté approxii;~ 8 __ 

tivement par la longueur des i'lèches). Dans le cnn do résin2 



Tl~:BLE~~!J VII! -------*'- --

------------- ___ ...._.....____ __.... _ _,.. __________________ , 
Type a:6chaUGGUXS Ce:ticu Cati ou Anion Anion !--------------.-.-... !..-...--- t---.... ----- t !..,.. ...... ~ --- I 
Gro1..:pe . a.etif SCY! co2rr Amil115 modifié Aminé modii'ié 

!----------·------------ ~ ........ - p ----! - ·-
! Cc:2pc:rtement cb.imiq_uo l ~":.cide fo:~.~t .Acid.è faible ~se faible Jzse faible 
1----.-...= !-...c•. -.-.- • ...... ... !-----........ ---------

=ar~uos oo~erciales 

I,o".7e:.: 5 ( t) 
Anbor!ite IR 120 ft !.: 

(rt-t} ,, Ferrmri;ite 50 
lTa.lcd.;;e EC12 
Luolite c1 et c3 

1 
1!.4lberlite !FJ." 50! Awberlii:e IR 4D 

! réa~idi te 200 

D.lolite CS 1CO 

f Amberlite 
! Dcaoicii te 
t 
r 

IRA 400 
IHA 410 
300 

·--~-----------------·----· 
..... ·- -qz ~-- -·- ~-~ .. ---.............-----.-~ _.... __________ _ 

1 t) 
{\t) 
' \ tT (-t,:· 

JX/J c:G::S~T!CAL G0 , IEDL..tû!D (Y.:ich~.g<t?l) USA. 
R0F~ ~ ~~S co~~any, V~shinGto~ S~uare, FfliLADELPITIE, 5 ?.A. 
·,;;;)·n.•· Tï::S :. P:·r'r 31 - , 1 -r-,, "" ~.:c-:-,.1?r>r3-ï ..... ,.. (s ·. "'~ ---.u·--'- ..,, -<~ J.,, , Z'Ue a.e a. \u .... :a~, 1.,. ____ ,,_~.;..,1.) 9l.ile) 

('t-. 
j\) 
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faiblement acide, la réaction avec un sel d'acide fort est dif

ficile p~rce que les ions H+ li bres produit~· d.éplacent 1' équili

b~e ver$ la gauche. Elle se comporte donc co~~e un acide faible 

insoluble, peut servir de tampon et peri~~et de conduire les ad

sorptiom3 sous pH contrOléo 

Résines polyfoi'.ctionnelles : ( Amberli te IR IOO et 

IR I05, Zeo carb 2I5, Dowex 30, V/0fatite P, K, KS). Elles con

tiennent des groupements sulfonés et des hydr.oxyles phénoliques. 

Les groupements OH ne cèdent leur hydrogène qu'en ·solution très 

alcaline. L'utilisation de ce type de résine est assez restrein

te dans le. domaine biologique. 

;/.3) Echangeurs d'anions : De même que les résines à 

groupements acides se comportent co::1me des échangeurs de cations
9 

celles qui portent des gr·oupements aminés modifiés(-NH2.;::NH"'~ :;_ N\ 
deviennent des ausorbants ou échangeurs d'anions. Certains échan-) 

geurs d'ànions sont faible:'Jent basiques et n'adsorbent les anions 

qu'en solution acid~ (pli I à 7). D'autres types, plus fortement 

basiques par suite d~ l'introduction de groupements substitués 
du type : 

-N(CH3)L -N(CH3)!2(CH~C,;:!lc)"~ 

-N(CH 3)(CH~ C6Hs); (GLUECKAUF[118J 
. . 

fonctionnent dans une zor·e de pH comprise entre I et IOo 

Résines Îaible!rent basigues (Dcacidite 200, Amberlite 

IR4B). -L'enlèvement dce acides par ce type de résine peut 
etre illustré co~me suit : 
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2)RzH+ct~NoJ\oH ~Rz_+N,a!+ce-+ H2o 
. ('é.ge.neraJ-ioh_) 

Dans le cas dwvn m6lange d'acides (HCl et S04H2 par 

exemple), l'acide sulfurique est adsorbé préférentiellct:wnt. Le 

mécanis~e de l'opération peut 0tre illustré de la façon suivante : 

1) Rz. +H'·+ce-::..~RzH+c-t- (odsorphol~ 

~Rz H+ce~.r t1\Hso4 :::r Rzrti-ISOtf +H 7ce.-
P 4 =·'~ m ber 1 i te. I R 4 B ( ecJ, CL'1~e, d ~cv,U;Q-rL'6) . 

R8ci.n~E.._forte"!!cnts b2sig1'~ (Amberlite IRA tl-00 et 4IO, Dowex 2v 

Dcnci di te 300). 

Il existe ent1c les 2 "t~/J)CS de résines à éch:.::nge 

d 'inns les ~êrt1es différ(n ces qu' ent.rc 1' ar!;l!loi1i.s.que et ln s0ude : 

A t'n b e.d_i te .IR. 4 B 

R R H + H-(1"1b co - 1.:t) :z.. + H.1. 0 !:;.-·- z.. · . + 0 ' , ·= L.~ 0 x10 ) 

[NH 40H ~ -Nil/+ 0!-1-(K.'b = f;'d xto -5) 
ArnberJLt~ .IR 400 (ory 

R -~--oH- (-) + oH-1c Lr..e'L-. 1 ·d· · ,~'· z.: .17 -, z + ( omflH celnf.J/t /,f.f.ccte.) 
.1 

[ N CL+ OH- L- NCL -t+ 0/1-( COn1f/è.fernei7l- c:l~·sç 0·.-~',:/) 
-;? \' 1 ' <;._, • .._/ 

1 
Ces résines fortement ba[ iqtw3 peuvent servir è. 

I) scinder les sels neutres : 

2) scinder les sels de banes fortes et dfacide~ foible~:. 
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2 R:z._-(-0/i "'f-(Nctfh_ 5 ;__ o;L 7 {l<. 7_% 5 i ô3--~-~NrâH 
3) adsorber le[ anions d'acides faibles : 

2 kz.. T OH+ co:uH2o ~ (R.z. -r-)?.. co3--+ .2 H:~.o 

Les ~changeurs d'ions, utilis6s surtout industrielle~ 

ment pour épurer chimiquement J.cs caux, sont depuis I939 cmp1o;:;és 

de î2çon intensi vc sur le plan expérimental ( oé1mrati~n de:3 tcl"'·

res re.rcs ou des produits de fission ra,hoactiîs provcnc:_,_nt des 

Piles à 1.1r2nium). D'autre part, des ré.snl tc .. ts très irtlpox·tarrts 

ont. été obtcnns dans la Eépa1·ai.ion do.s acides aminés4 Dans ce 

dom~\;1.ne, trois types gén(rnux de tcchDiques pet-nren ·t Gtrc utili
sés : 

- 1 1 DiW .. l vse pur dérlaCC'HCmt (PAR1'RIJ.)G:t!J), \\ ,, 
- l~an2lysc par élution (28o) 1 

~ le fl·n.c-t.ionpc·:lcnt de base d'un l:wdx-ol~r~;:::~t. 

IQ} .S.I~.1vse _pa:~ d6~;1~2~Tr]~m~_J2_[::.r ~~~P~~cc_:_:l~'!"t 

En I917, DRAKE ~Ig , r i\n'l.'BIDGE ~ 2~ e:.1:cc!1.t l' i déu 

d' <:~lJpli qu~r 18 principe ôu d(:.rc1Ql?l2_9:"1c::r1; p;~r d.8:;·ln.c:~~~n_sJJ~~ 
( 1'ISJi;LIUS (!2Ï] et CJ.~AESE..ON \2_ 22)) aux c6pnrntions sur r·li:::-ir~.e:.::; 

(28.) - Dans 1 'anal ,rse p::..r élution, une petite CJUém"ti-tü du ;;1()} ,-,n 

ge à sé1·1are~ est nd.so:t·bée nu sommet dt: la C'Jlon;'le c-c ~:1·: L' 1. 
train~c ensuite vers le baspnr_un sys~~me de sol~ants 
convenables (méttodc de T~WETT). Dnns l'analyse p~~ dé
place7:!.ent, le mélange à separer est adso1·bé au co:n,;wt 
de la crylonne, pvis dévclop1H6 par un [1~ent de dApl·· .. -..~.····--· ·'-

. . v . o..l.v\,;.o.,, .. -....;J..l t, 

qui er:;t ad.sOJ"'bÜ c:e :fnçon beaucoup pJus é11e:r:~~i<:ue qn t ê,L~~~:;~ 
des co'-:-!~!o.s<::.lYës à.v méln.;c;c o --
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à échance d v ions. Ensui te, PAHTRIDGE et col!_. ~ 2~ ont étudié 

~inutieusemcnt les modalités d'application de la technique en 

vue de la sépnration en t~roupcn des acides 2.~ninés dr un hydrol~ï-

sat. 

- Les résines à échange d'ani ons fai blem.ent basiques (type 

DEACIDITE 200) ne retiennent que les acides o.minés dicarlloxyli

ques (acide nspartique, ncide gluta11ique, acide o( - aminoadi

piquc ••• ) • Les acides ar:Jinés neutres ne sont pas fixés. I\c; plut:: 1. 

1 

il e3t pos:Ji ble de dépla(:cr l'acide eluta'1ique ct l'acide 0\ -

aminondipi que par l' o.ci d(! acétique TI./IO ( 29.) et 1 'qci de aspar

tique par l' 1:-!.Cide chlorh~rdrique ll/4. 

- Sur les résines à échange de cations for"i:.c_:?cnt aci_d,~s 

(type PJETii.1U'.riTE 50 ou Dm.:Ex 50), tous les a ci des [~ft1inés sont 

rete'-lUS ct peuvent &tre déplacés par. J,. 't.:'l.n'Jl:lOniaqlw diluée ( 30.) 

Gui v.:::.nt un ordre qui est en r~:ppor·t di :r-eet svec le pKI ( COOII) 

des r.:mino-acides (DAVIES ~2~ ).o 

··· SL~·r les r.Jsincs à échanees d 1 anionr:> 7!:9r-te:·!~t b§Q~ll1:l~Q 

( 29.) - A.u cours d~~ roch(:rches sur les peptides des miliel.).X 
biologiques (san:~, ur-ine, tisGu cérébral, etco •• ) 
( BOULANG11H et BI :.iETI'rE D; 2~ ) , nol_ls avons pu. démon·~rCl' 
que l' nci de pémtc~théni que et l' acJ. de homop;:.unothé~1J. ~ue ~ 
dans lequel 1' acüle ';{---ami no butyrique rer,1place la/?
aJ.nninc, étEüerrlï également retem..lG pnr les résines ft:.ù
blamcnt baaiques et déplac6s par l'ncide ac6tique dilué. 

(30.) -Les a·nidos dt;s ar:idef3 dic2r·boxyliqucs (r:;J.ut::Fninc, o.spc· .. -
racinc), è.cs SLlCj'CS a~·:ünés (t:lucosD.!'!'!ine), c1'3s petits 
pci_Yt:L des - nota,:F.:cnt le ~lutath:i.on - son·~ é:3ale::1c~1t re
tenus r.ur le:3 r(S::inc:~ fol:'teni\:r•t ::• .. c;icte~~' (voi:t' BOli.LJi1.~G1~.i.l 
DI SE.lt11:G l.:-l'; CvUR.'l'Vi.' Q: 25J .. T-: Co type -de colonne cGt tJ.·~;o 
utili sô corme m8·:,hoütJ s0po..r~·:i:.i v.:;;. C 1 est de cette fc,ÇOl!. 

que ~HUL11)11~H, DEi~·~', ct \'ŒSTJŒL. [r2Gl iso~è:ccnt cks t:rlncr_; 
huma~ nes 1 1 C;\ -r!(;·Gnyl-{6-alo.nJ.ne l.±:-Sr~.:~) G 
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(type DEACIDITE 300), l' ~rdre de déplacement des amine--acides 

par l'acide chlorhydrique dilué dépend étroitement de leur pK
2 

(NII3+) (PARTHIDGE & BHIMLEY (:2s]) •. 

2Q) Analyse par élution : 

En utilisant l'analyse par élution, STEIN et MOORE 

ont démontré que les résines à échange d~ cations forte:ncnt 

acides (DOWEX 50) posséd:ùent un pouvoir de résolution plus 

grand que les colonnes d'amidon employées en chromatographie 

de partac;e quantitative. L'élution peut être réalisée soit au 

moyen d'acide chlorhydrique de concentration croissante (I .. 5 9 

2.5, 4.0 ~) (MOORE et STI3IN [:29] ) (voir également EIIRE~SVAliD 
et coll. ~30]), soit au ·noyen de tarn pons volatils ( fo~miate 
et acétate d'ammonium de pH compris ·entre 3 et 7) (HIRS, MOORE 

et STEIN Q:3I] ) , soit pstr des solutions tampons non volatiles 

de pH croissant (MOORE eJii STEIN f!3:TI ) . La technique de M"OOIL~ 

et STEIN\ est pcœfaj_tement mise au point pour les amino-t:cidcs .. 

Elle néccssi te un apparcillar.e complexe pour les amino-acj.des 

(circulation d'cau à température constante autour des colonnes, 

contrôle de la pression d'air appliquée au sommet de la colonne, 

etc ••• )o Elle dc:nande d::!s manipulations très précises (prépa

ration rigoureuse des Dolutions-ta.mpons, etc ••• ). Elle exiGe 

une· constance dans la constitution de l'échangeur d'ions (gran

de finesse du r;:rain, identité du taux de copol;ym.ôrisation avec 

le divinylbcnzènc, ••• ). 

3o) 'I''>chni l)'1n de froctl· O"'n"l)1'""nt è. '''n rné- J ·:)11f:r"" dr .,.,t·,ol· ·--.o--- V ~~-. _: v.v (.-.L.; .\.\ V. \JJ:.__ ~ \..~. ~ __ ..__, __ ·'~ C:. .. . ~ .(, ·.-

., "J. d'" -
~~: . .::.:~· 

A côté do ces deux ,.J.éthode.s clu·or,1:.:~tographiqn<~G, que 

nous venons de dôcxi re [:0"1r:J.E!.ircmcnt, il est possible de :céc.:üi8ct 

un fn:~<2~:!:9~!~.c~~urjt _Qc bn.~~ cl' un mélm1~e d' n:ni:no-t'.Ci do.s <.-:.!.t cc~',:;n 
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des résines 8. échange d'ions en utilisant princj_palemcnt lcurG 

propriétés d'échangeurs ou. d'adsorbants. 

Cette troisième modalité d'application ne conctitue 

pas véri t2.ble;:1ent une t(jcèmi que chromatogrHphi qt~G. CJ\IŒAN ~Y0 
sépare les a ci des a•ünén di carbox;yli qucn d 1 un hydrolysat en ut:;_-

lisant l'A'nberlitc IH/1rB: De :::~;110 SANGER et TUPPY [r3~ , 8. l'a:i.

de de colonne d'A:nterlite IR4B équilibrée à pH 3,3 (technique 

de CONSDEN, GOHDON, MAnrl!IN [I35] ) peuvent isoler les peptidcr:; 

acides dez peptides nctrtrcs ét basiques d'un h;yd1·oly.sat pa.1·ticl 

d'inst..tline. :r;nfin, d'ap~c(;s WINTr~ns ct KUNIN [r3G] , __ le fraction

nc:nent co-:1plut d'un hydro1;y.sat comporte les di verse0 étap~s ré cu

mées dans le tableau IX. 

c) - Utilisut~ou des r6sinos 

drol;y·s:.>,:Ls \pcp.::.d quc.s lo.3 rcop:ciété.s dl:S d'2.nions 

et de catio:nn. Il :t'aut tox~ d' abo:cd pi:(:cü;er que le comro:rtc;nent 

de;s polypc}/~ide:J de poid[; noléculairc élevé su1 .. le:::> 

rénines n'cGt pao bien connu : en tout cas, il doit 

co1on:Jes do 
' 

difl'ércnt de celui den al!üno-actdcs. Les mc;lécules de ho.u·t poids 

~ol~culaire (co~uc les pi~t6incs) ne sont adsorb6es sur les ré

sines ( GILDEHT e·~ SWAI,LOW [13~ , RICHARDSON ~38], ) • r ARTHIDGJ:i; 

[r 3~ Ge ;::;ort d 1 une l"é:;ine polyGt:lrènc-müfcmée ù "cros 11 Gl~<::.ir.G 
cc~:une d 1 un "t[_urü s :-nol(Scul :üre" pour cépa:ccr les a:;üno-aci des ct 

les pc ti tB pcpti d~s dc.s protéü:c:::-> - ' 1 ' ' qu~ ne :.:;om; pa.s au:.;or,Jec.u st~r 

la ré~ünc. En ce qu:L conc:;nw les r)rotéincs d'asBe:~ f:riblc poids 

n:o léculail'G (.ri bonL~clé<-:l.~;e, c,yto chrome C, hor:·;:o~!.c ::.:.d1~8:r..o co~cLi co-

alis8:::> à l'ai'-l.ü d'une r~s.Lnc :t';:üblc"':<m:~ncid~ (P_:nborJite IRC 50), 

(IIIHS, _STEIN ct I!.OOHE ~~-<:)] , PAJ.JEU~ et NEILAIŒS [r4r] , DIXOH 
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EyQrolysat protéiQue 

_/' 

~ -···· ., 
li 7 illE1:1LI1'E 

' à'ŒF.RL IT~ IR 4B 1 
@ . 

. 

-~ \ 
1?:istidine e1; 
acicl.es a.!tinés 

neutrea non retenus 
II Cl z-et {;mu kti:no-n.oid.cs 

:reter.us 

}~nLIT'~ IR 4B 
/ 1 

~~- ~ A "TETILITE IRO 50 
· ~ta~~o~né à pH 4~7 

/ -Aoide glutamique 
Acida aspartique 

rete11.Us 

1 -:/ """ . . ~ ' 
Aoides aruinés ·j IIisticUne .;.c;ldas 

neutres et lasique6 :rete~ue aminés 
n?l'l retc~us J et éluêe neutres 

ra..:r ECl 1 

' ! 

A.rginine et 
lyni1~e retenues 
éluées ~vec TICl 

{ 1l.IGD?..LI11E :mA. 400 

.. /~ . 
~""-

Lysiile 
retenue 
~Huée paJ> 
t~po:n 

acétate 

.tî.rginine 
non 

::;,,etenue 

0\ 
'-0 
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Quel mode opératoire pouvion3-nous utiliser pou~ 

effectuer le fractionncmc~t d'un rnéluncc d8 p0lypeptidcs ? 

La néthode d'an2lyse par élution n'a pas encore été 

appliquée aux polypeptides. Toutefois, d'après MOOfŒ et SïEIN 

eux-mûmes, elle paraît uttlisable pour un tel fractionnc;ilcn"t 

à condition d'utiliser une rénine fortement acide possédant 

un faible d0gré de copolyrr:érisation par le di vinyl benzène 

(2 à 4 p.IOO) et des ta~pons volatils. 

Avec les échantillons de résine que nous po.ssédions, 

il ne nous a pas été possible de retrouver dans leur cn3cmble 

les ré~mltats obtenus par P ATITHIDGE au moyen de l'analyse pal' 

déplnce:t1cnt des hydrolysais de protéines. 

Nous avonn donc été amené à opé1·er simple;ncnt un fro.~

tionne~cnt de base du mélEnge polypcptique en passnrrt succes

sivement la solution sur Ces colonnes de Permuti-Ge 50 et de 

Dcacidi te ~00. La marche ténért'üe du frn~tiorme::1ent est schéma

tir.;ée dans le Tableau X. 



~i ~·: ::-~:2' .'._ï] ~ -·--
--:--- :\ .,_r_, _,~ ~~!"'\,. ""(T"f)'!"·.~~-'7'\T"'\S 

~-~~:::._:;;:.::;_~._.2::.:_-::_!:_.=·.t:''!.. .L!~· :;• 

------ . 1 P-·:)·---~-T"' ,....... ' · ~UTL ~ ;u 1 
./" 

' 
·.., .. ,w:-:- . --.~- ........ 
E.~.ut::r.on u. .l.'w::non~ac:ue Pa.scarre_, :.a.~t·-a.ge a l·ec.u a.ist:L..o.lée 

0~ 3 ou 1 n 

1 
I'-;.l~·_peyT.ièies :r:·oteuus 

i 
1 
1 
1 
~ 

:~':>~:;.ct:l.on A. 

P:sE:::r.rJ:~rro·,;; s:::o ....._ ____ ~ 

Pol;j<-pe:gtidee non retenus 

r-- ~~~--~~------------~-------,----------·---------. .. . 
::?-'l.s~ags L:lu-~ion par :C1.ution pa:r Elution ~:::-

a c:a:3cooH fY 1 0 CH 3 COOB: Q CH 3 COO LIT,;~_ 
~ ~ . 

'~ 't~ j, J 
~-ct.:J.o-;.1 ~ Ë.§.EJ"i.?E_Q, :r?raction D Fr~rti·)~ v 

])g}.C!I~IT~ 200 
----------------

:L;i<lr::.?;tre cle la. colœ~ne ' 16 GQ 

ITu.uteur de la colonne' t 25 b. .:;.o Në. 

Ca.:re.ct&ristiq_ues de la col-:mne a icleni:iq_ues à le. 
p:récéà:ent e. 

G:re.in ccr:;pris en·~re les ta::::is n~ 25 et 30 
Eégfnér·."3-tion de la col·::;:::.ne av-cc. I:Cl :2 1 
Lava.cte de lo. col orme 2. 1 'eeu distillée 
jus~ult> :résistivité oonstante 0.:u. licluid.e 
eli'6::.."'t:;l1t 
Vi tessè è.a passage 't 40 il 60 cl/heure 

Gra.ü1 s 25-30 , 
Régé:n!S~ation ~. l'ac-at~ ta de sodium li/ 4 
Vitesse à:e Dassaga s 20 à 30 ml/heure 

1 

~ 
J 
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III - L'ANALYST~ PAF DEVELOYPE'l'·.m.Wr PAR DJ~LACBr.ïl~N'r -·--·-·---

PF.rrJi lus rrocé dés les plus effi c::~ces pour la sépa·-

de peptides co9plcxes, il fc~v."G ranc;cr les 

;ntSthoclcs c!n·o-:J::to;:-;rt:~phiqt es fondées sur lo développement 1:.~.3,;~ 

d{p1~:.co-::!Ont ("di S]_Üc-~ce:-!iCr t dcvclo1;nu.:m:~ anal~/f.li s") et le d6pla·

ccmcnt par t:c~msport<:Jur ("carrier displacel~1ent chrorat."l.togr::.'cphy"). 

a) PrinciDCG des méibodos : 
----~------------
cf.. ) :fY:.as le c~;.r:; du d(\:!.:!l0}2p•~·,~_cntJ;~r è.~J:~;C<?J:DC:n·~, 

(TI'3"t:JJIUS) J!42] , Jo déilr~cc··1<.mt cG·~ cffectt~G par UX"J.'-) su!J;_,·ï.;c,ï.1-

c:.; qtti c:3t <.).<l:_;or1~~o J)lur; i'o:t.tc:Yt~m-t (iUC tous les m.rt:ccG con::rl;i-

1 1 5 ïT[.(;-~·ictT du tube une r ucccssicJi:1 de :éOncn col•.·cic~ttt~r.; ( "px·oc~e~>-
\ . 

r.ür.-, of ndj ('inint~ :::;orw::; 11 ) , contc1E .. 11:t c1n:cunc un COL1f08~FrG pur,. 

L;t lL·~·.::;our des :00n.cs est :propcr·ticnncllc tl. la qtu~nti té du cor~

r>·) s~1nt, Toutefois, au cet .n1 de cctt~ o.nalyse 7 les z;oïlcs sont 

en contact :?.~_;nez é·G-coi·~, CCJi:~trnir{;ncnt è. 1 'c..r:alyse par éluticm 
' . 

(~ 0 lç;:->· 'Z0J-1C"" coc)n·:-_ :=-<~•'"·.--.,,~, "' n-·~ .. de J q-r"r:.·~·: C'"'J)"C8G vi dus Il 8P> \,~ • - . .• " t J •• - v ....) .; _,.- c-:. '--"' ... .._., J:" ~-"t."" • <. ........ f :J-......, ._) ....... --- • • - '-' 

proch.ü t iné·'<.'i -Lrtblc··!:c:.:r~ d( s 1,:.Sl<:1.n:;e~.: aux fl·ontièr~:-.> et des c:1pi{~

·~c~J'cnts cl 1 lll10 zone sur l'cu.1.tr.o. C'c~3t pour re:-tlédier ù. cc·~ in-· 

cc.nvénicr.~.t que 1'ISY~LIUS 't IIACDA!IL )!12 b~~ ont pr·éccnüsé ie 

p.1.~c.céd(~ r;ui \rc."tn~G 0 

(3I.) 
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Si l'on ~oum et pflr e~:cnp:tc une solution aqueEse d'un mélange 

d'alcools hoi!olor;ues à u:1e analyse par déplace~!lent sur une co

lonne d,~ charbon, on obtLcnt un certain no~11bre de ~ones rw.cccs-

~élan~c d'acides ._, 

chEL:!un <le cc3 s::1ino-:..:tcider3 Ge place cnt:ce 

les zones de dmtx alcool::; dont 1' un a une affinité d' 9.d~:;orption 

inférieure, l'aut.rc supédeure à celle de l'acide [1.1!1iné~ La dis-

t~nce errtra deux acideo 
. , 

;:.nuncs dépend de la quantité d'alcool 

i~ter_pooée (voir fi~ure ) 1 ) ~ ._Lt • 

SL~l' le plan ex_,H~ri11cntal, ces séparations sont exécu

tées avec profit sur des colonnes chromatographiquesen "sections" 

oh la 11 correction du fl.,oTt" est réalisée grD.ce à la réduction 

du diamètre dans le:::; parties inférieures de la colonne ( CLAES.SON 

et HA.GD!JIL ~4 3J ) .· Les scc;:ncnts de colonne sont construits 

en â.Ci cr inoxydgtle ou e 1 r;rüy·UJ.ènc. 

b) \- r.~odali"té3 <.Pnnüicatj.on de la "t8chnique : _ ...... 

o( ) - g~nl;{rJC .....12: -œ d6vcloDrwr'lcnt nn.r d6TJl8_ce·;wnt : 

IJ' adsorbant è.s·~ constitué po.r un mélange d'une par-

tic de ch:.:trton ( C~1.r·1)ornf.fin Supra) ( 32 .. ) et de 3 ou 9 par'tic:::; 

d 'l!y:fJ.o-8UL)C1..'-Cul. J~c re L8 d.e l' H:y:flo-2upo:c-Cel e~:rc de facili

ter l' r\cr·••l c--:'""·1+ I .. , r;'l/1 1"J~c:-:. 1'0'.\.; 11;; ,..,.,I' de 1 1 acid8 chlor:1y-\....... u .... 1. ..... 1\,A, v • }\.,1 1 .. ""'-' ..... ·J ···i:.>ç, ·~· L .L v !:'<-" 

ctciqLw IT/IO, e~t vcr·Dé d ms une colonna à sections ( t~rpe 

CJ~M~Si;Œ~). Co"l:nu nous ne d.ispononn pas de cc type de colom"to v 

nov.s v.-Lilisonn habitucll :;ment le: dispooitif schém.c:.tisé m~r la 

:lieure 25. L' écov.lencnt :;c fai ·~ s::1ns pr0nsion ~~ddi 'i:.ionr;.elJ.e o 

Les fractiorw ( r h 2 :ill) sont collectées nu moyen d'un a}}J!D.

rcilj. automatique ( 33.). IJcs pep ti des dissous dans HCl li/IO 

(32.) -·Nous utili::::ons l'Activit XL 50o 

(33.) - na:ppellons qu'il existe 3 types d'appareils collecteur-o., 
Les tubes 2. e::::sni.s sont diGposés sur un plG.tcuu horizon, 
tal qui tourne axto:n[.ltiquc:nent dè.s que 1' on a rcr.uoiJ.li 
tm nu:::!.:J·.:! do r~ou:;i;c::.; fi::é ~- l 1 o.\'.:.:ncç, (a), 2J.,l ben.~·~ d'un 
-1 r· .• ·.,r) 0 ' r· .. l· ···-~ f',J). o 1 lc-P··rït'O le t~~be cor-··(;L.J~Y~ vn ·1~ol· d~.·~ c1.c, "''-'•'• J.. P . ..) .e'.o\..1 \ . • ,J ·~ •.J "-1 ' • .1. ~ • _ ., 

·.-..r·,,;,-·1·'- t~/·:-,...., •. ,-',--·~ (,.'\ 
.;. )-!- \1 <~\ . .l I..J ~-v <JV~~ ~.· . ..L-. v \vi .e 
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Pri nC:• l'e. de. 1 'a nol y .se. ro.r 
dérl aeeme.n t ['Or tron 'l"orte.u.f'. c.·oion.n• cl. 

$&ctio" a • 

&EI\o • • • 0 -
(:,L.Uo e • • C) o o • 

• 0 A 

VA.L. o e e • • 

ll-6 lt~ Ill ~CJ ISO 1~1 

TRYoOOow:-

LEUO•f 0 =- -

FïG ~ 6 ,·. 

-5 éro..ro.tion ol~ '1 o..mi'"'o-o.c:Àde..s l'o.r 
an~ly$e. f'GC' dér[~ee.me.nt f"O.r ~f'Qf\1 f'Ottwr •. 
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son-~ d'abord pauE:és Sùt' La colonne, puis le développe--nen-e· est 

ascuré p8.r u:r1e solution .1 0,1- p.IOO (ou o. I P~IOO) de chloru

r·e de Zcphire.n (34.) dan3 l':::widc chlo:chydrique !1/IO {LI, 

'l'I SE:LIUS ot coll. [j.~-iJ ) . t-Io1.u u-tilü..:ons conme ~-t~c:..rt de déve

loppement le "CEQU'I.H'J:YJ..~", de fon.w.le n:n210csu.e. 

(IJ ) - _t!]_u}yne pu· dôrür~ce·!Wi'l"~_J2~r trnrg~;)O!"'Ge~ : 

CLJ\J:;.s~:ON [:4~ a mon·cré qv.c d:ms une s~r·ie ho:noloc;t.~e 
d'alcools, le doc:cé d'ad :;orpti on 3.Uf)'1C:lte en fonction ùe l' 2.U[;

ment~::tion du point dl ébuLlition. Cette règle peu-t éc;ale:ncnt 

s 1 nppliqucr aux o.lcools Lso:n6riques posséde.n"G des t::J."'oupec fonc-· 

tionnels ne.11l>l.rJ.bles ( cxe aple : alcools arnyli ques isomères) et 

IIALIJ ct TI SEIJIUS @ 46] o 1t montré qu'on pouvait l 1 étendre atw.sj_ 

aux ac:i. des i r;o:nè::ce;.:; ali11 .1D,:èi qu0s. 

J~xe:i1ple : acide 2-méthyl-f.lt'tpionique :E
760 

= I54,4QC 

Volwne de r6tention=9 (35,; 

\ 
acide n-buty:r-i.que ·"' - I63,c:;2C 0 D760 - -' 

Volume de ré"Gen·cion~rs ,. 5 

Dans le:::; c::puJ~·Lcnces àe 11ISELIUS, ce .::ont les alcools 

qui c:nt étu choisis co1<1:r. 3 agent o transporteurs. Oa peut nutu·

rcllen:.cnt en'Iiso.c,cl" l'ut Llü:;::.:.tion d' <.:.t.rcros sy.c::rcèï:tcs h conài tien 

qu 1 il~ soj_cnt inc:r·tcs 

ou des J)cpti de:::;. 

(34.)- Le cl:lloj_~~.u·\;! de ZJpbi/c..n e•.:;t le chlor;,;~re d'alkyldüGéthJ,rJ .. 
b~:mzylc.:':i!~0~1ium, :lont ln. for.!~tüe est la sui vo.XJ.te : 

C 61-1 s· c 1-/2 N ( c.4 :.) 2 R Ct- o ?uR= Cs fit; Q C18 I-13J) ·· 

( 35.) - :Lu voJ.u·1·:c d.:::! .rét :.mti Oï1 rcpi'é{:;crr~e la y_t~s.ntité de solï..·l-· 
ti on contm"!t:ont 1:::! co;;1posé o. v. ne cor:c~mt1·ati on dé·cel':::li- . 
1:.6e qu'il ost né :!esm:~il'c de :.t'o.i:ce p2.sser .sur la colonr,_8 
pour obtenir sa ~atui~tion. 
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pari ti on des alcool.!:>, c:-:.u· le pë..s:-.:>age des acj_cl.es aminé;.:J ou des 

peptides ost souvent dôlJ.cat ~l nnisir au '1Jo~rcn du dispositif de 

mi cro-intcrf{:comé-t.:cic de rrr ST<:~IUS ct CIJJill3SO:N [r4 7]. , à C:::'.u:::>e 

de laur faible conccnt:i....,<Xi.icn ùüns le licwide efférerrt. Les al

cools peuvent Dtrc idcrr~i:iï8s 2.u mo~rcn de la n:é·Lhod.c xant.ho;~é

nique de TGCHUGAE:E'JT, quj_ ne pr·ovoque pas d..; transpositions molé-

culai res. Les x2.nthatcs cu xmYthogénat.es de potassium 

C 11 H (~ fY1+1) 0" sont Eép8.:cés· par chromato[;rn.phie de partage 
KS/C:S . 

sur papi cr do.ns le butanol ( 2 p. IOO KOH) (KARIYONE ~4-8] ) . 
1' adcorbant cs·i; constitué p.:1r un mélange de charbon 

ct d 'II~rflo-3upor-Cul <.b.n~J le r2.pport. I : I ou I : 3 ~ 

L /. - h l d' l 1 t , , ' 1 a S~Jl'le .omo 00uc a coo_s cs prupar0c a a concen-

tration de I p.IOO (en volumes) d[tnS l'acide chlorhydrique li/IOo 

Exemple d 1 aï:mlj_cation à un mélan~ d'2.r11.tno-acid~: 

- Colcnn~ contenant un m<:langc de 2 f!,o d' Acti vit X L 50 et 2 Go 

d'Hyflo-Gupcr-Ccl. Dia~lètrc de lo.. C0lonnc : 8 ramo 

·· ApJ)O.rcil. collecteur r~r::lé Li 0,7 {!,. 

r•·cq ~n•re 1,1 -'-- ...... t__, d 1 L'..lanïnc, do valine, d'acide 

c;lutc~rniquc, d'hi:.:;-Lidin,;, do leucine ct de tryptophane diS[iOUS 

dans I2 ml d 1 un .n:éL.-:.no~ ÈJ. pc..J./Gics égc.lcs de mé-bhanol, éth:-::mol, 

i Dop:copcJ:.oJ. e·~ btïè:-:.n~ 1 tc::c··l;io.il,e t I pa IOO (en volu''1CG) dans 

l'acide chlo:r·h~rd:c.iqnc ;y'ro4 
A ' 1 l le.,.., ;:-,ol•l·:-::=,_ 0'1 a~ 1 n."'.·~-i ·_(10-c·i.Cl. d.·r.·l-"",, o·l.1 ·P~. 1 -i + .~r~S 8 D3S~2C8 C8 c.•- wu_. - ~ • - -- ~~v 

po.8r:cr 5 :tü du Girt .. .:l.:o.:ol [;ccondc.i:co t'. I p. I 00 (en volLF-:~~::;) d::~ï.:.s 

Ii Cl Hl IO, 5 ·1ll du btr~ ~nol r.orn:..:.l ~L I p. IOO ( 211. voJ.u:::e~) <1:<.:···.:.~ 

d. 1 -~lcool "Ï r:')" :<·1 i-(...,._ _.,._..\"-·"·'·'VI -

(E = I29/Iji2C) et d'alcool ~ T -" I nvr' ( ' · ·n "o l , , -........ _.. J.' 0 . ""' '"" • .• \1 -·· ,, • 

m~3) daYW ïrCl QI IO. 



Les r6sultats de cotte 
7.-{ 

I) - sé:cino ct o..lo..l:.in~, 

2) - histirhnQ, c;lu·c.cr::iqucy v~<.linc: 1 
3) - leuci,1c, 

•1·) - tr·yp·i.; Jph2.ne. 

~..,~,.-L l\'."'"lt':l a.),y h.) v •!:~"' 

Dans le cas des pclypcptidcs, on peut utiliser un 

tra•:.spo1··tour co··1pccno.nt l'alcool n-octylique~ l'alc:-.ol 

n-nonyliquc, l'alcool n-d~cyliquc, h la conccntrati6n de I à 

2 p.ICO d~1.n:; l'alcool éthylique ù 50 p.IOO dans HCl JI/IOo 

C.J 

LI et TISJ~1IU,S rr~l9] , LI, ASH ct Pl\.PKOJ.:'F Q:5o] on-t r~oto.!:1r:lt.mt 
u·Ci]is8 ce·~·l;c tcchrüquc pr;t\1' le i'l':-èct:LoL~.nc:11Cnt des pcp·i;ider..; cb-

\ 

IV- LA SE"PAI\ATION SOUS L' AC'riOH D'UN CIIAJJP EJJECTHIQUE 

Los difi6rcncc~ entre les vitesses de oi~ration d2ns 

l~~Gili r:·écs 

la 



, 
De nombreuses i.oc1uîi ques or(t été proponcB.u 

,. ,. d' ' , , J 
u1s~1nguc une fa~on gcncra .. c 

T"l ('- 1-- f'. ~ ... -:·a 
t~ •L.JC .. !VV'> 

l·"'c<~·,Ptot 1 l' ((l'' "+·,·or~l'O-J'~'···e' ·:·-~r·e ':"..~.:-l· .. ·.·~'-r.·ru'>~ 1 ) ou ~ v~.., .. J. ....... ... . · ._.._,v.... t J. l..j, __ , V.,; l.."" __ I.)_,J_,~_l_ t.J 1 

la1re : gel de silice (C(,l'JSD!~H Q:~3])et r;el dB celite (G;\HD~-;;IJTJ 
(1:54] ), gel d'ac;ar (Gom:oH [!55] ), ar.üante, coton (BU'J:LT~H 
U5~ ) ; mais sans cont1·cdi t l' aeent staliilisunt le plus favc

ro.b~e est le m1picr-fil-G~·e. WIEL.AJlD Q:5~ , CPtE~fER -~t TISELIU.S 

[r5rg , DUniUJi.~ fr5i} , BI[IEHTE ~60] , TUlffiA et ENENKEL [r69 :fu

rent les prc'Ttiers b. décrj re les modalités techniques de 1' élec-

trophorèse sur papier. 

a) électrophor{ se sur papier 

\ De no:!1breux di~ po.si tifs ont été décrits. La fit;v,l:e 

27 rcpréccnte un mo~èle t. 1 appurcil puz~iculi~rcman1 si~ple ~ 

o~ [,)un1,~tcll :nQ 20/150), cui o::1t 2) C:i~. de lon~.:oucL~~c sur 2 b. G ,>·n 

c.t~ L~rt:c, :-~ont irnti buco l :::·.r la ;;:;olv·cj_e;;1-t:C~':lj)Ol1 choüüe (t;;'.·:l.;,:o:~t 

( 2 b. 8 l1cure ~1) , 1 es br:.nd( 1 ct tc::; sot1t ~_; êch.éc s ho J ·i ~~ o J.Y~.::~J .. C.i1 c:~;_·i~ 

pencl;HYt I 5 mi l!.t~tes ~~ l' éhlve ll IOO~ C e·è. r0·•tSJ ées ~~- l' o:i..ci.e de 

y.,'O'.I __ .,. 1 "'"' •·ul ''i'.,··~J-:·.·i l~,~~· '1 
- • "' ........ , J .'. • • ~: ·- v:.. v s. ... ~ •.1 ; ., 



rl ::1 - ·r9 '~ 
DURHUM LI62J a décrit un dispositif d' électrophorèce. 

bidimensionnelle utilisant deux tampons volatils (Nu
4
on et CH

3 
COOH) de construction très sil:lple ot dont les résultats sont 

très satisfaisants. 

Sur le plan théorique, Mc DOH.ALD et coll. [r6~ , qui 

ont étudié de façon très précise les différents facteul"'S qui 

influencent la '1Ü{jration sur le papier dGs particules chareées 

soumises à un cha'llp élee-tri que, rérn .. ~r.wnt leurs observations de 

la façon sui vo.nte : 

lQ) J~e mouvement est une fonction li!}éairë du te1I'"'~" 

Cette comrtat::rticn no nous parait vo..lable que pour des temps de 

pus.sat~e du ccux·ant asüez courts. I~n ef~'ct, il se prodlüt une 

évaporation. uniforme tout le long du papier, qui mo.inticnt cens

tant le c;r::ldic~.1t de pc~tc::rLicl, nmü.> CJl.Ü provoque un siphona~~e 

réljl..Üicr du ta"!1pon à partir des var..:cs à ùlcctrodcs vers le n!i

licu d0 la b:J.ndo de ~api er. A partir d 1 un certain morr:cnt, com-· 

mG le si~nale très jurrtcnent DUTIRDr.I ~64] , on atteint un éc:m.t-

J i b.re de 1ro b:i_li té (voir fit}ure 28.). 

2Q) La vitenrw du mcuvc~1wnt est directement nl~ol?.Q_~ion-· 

ne._J __ l_e_a_u __ v_o_l_t._· 8..:.. J..._.', e_' -"~l !)Pl i_<_1 u_é .• 

3Q) A force ior:i que du t:-.mpon con::;to.nte, à tc;11:pérature, . 

potentiel ct temps de pa~suce constants, 1'6lectropborèse est 

utili sn. ble pour la dé-~crrJ·ino.tion du point i .soulcctri que. Il· 

faut toutefois se r6f~rer à dos t6Mcins bien d6finis doDt le 

point i ~G élee-tri que err~ ô.6tc1'1Ü né ( séntn-al b1..:r:ünc p2.r cxcrJplc) 
' . 

O. C8.').8C des phé~10ïi1t::r.es d 1 élcc-CIOC11{~0:.:.:'·~ose r qv.i SC p!'O(~Lliscm"i; HU 

cnurs de l'~lcctrophor~se. 

4.Q) lf.l.-~~biJ.it~ :.t.l!J'::{Wnte nyec la d:i.r~ir~~-~:i-o_!l._de_~..fl._fo:;:_:

ce i~!-'ÜCjlW du ·tc~'~!..Q~!!_~t:i).~EÛ. 
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1]65] conLütd;3 à a~Jsocie:c la oéparo.tion par chrom.ato.::;:r·c.phic do 

partage et 1' élect:-cophort:Ge sv.r pspier (38a). 

La chro·-,atogrr-r·hie est réali 0é:e .sur u:nc bandclét te do 

pc~picr è.ont la lart.;our e~:t de 5 2. 7 m::1. A}_'"lrès .sécl•.aGC, la b::ül

deJ.ettc eE.;·t appliquée soj.gncu3cw:mt cv.r un :rcct~mgle de papier 

( 40 x 25 cm~) i'"flbi bo dt3 tampon ct dont les deux extréït1i ·i;éo de 

la rçcm1de di:!.!Cn3ion r·e))of. ent dans è.cu.x v<::.scs v. élcctro des. A:_~r(~e 

un ccrt:::ün "Gc121ps de paG:J[~ge de cov.:cant ( 2 à 4 heures sous 500 

h IOOO volts), le papier est séch6 ct ré:v616. 

Hm.~o avons utilisé avec he:J.ucoup de profit cette 

élé~o.nte technique. L' élcct:cophorène sur papier et ses va:cian:·

-ter.J peuvent co::u:rcitucr à la fois une méthode nnalytique et sé-

peptides. 

b) L(~i1.C"ti onn:.::3~~r.t i~H'.QEI2.9l"'(ci 111.~0 c1.~>.n,c; l'.Yl8 _ C'?]}_s~~. t1
• 

CO"D'·'r·i·-i J:'c;·1-l·,... • __:.~'.__::_:_~~=:..~.....::.~ • 

Il s' a;-,:,it pré-

ci cuse. Le f:cr;.ctiom~cmmTL rorose ::;ur le3 chf:ù5rcncas de[; points 

isoéluct:ciqucs de3 s.r.üno--acid(~:J ou d~s pep·t;id.es. DG r:o.-:1.h1"'CllX 

typG:3 do cellule cnt été d•~cri ts. Nous utili con3 v.n :.:ll1pnreil 

con::rt;rv.i·t; ~ui var.t leo do:mées d' fJ,DAl!ESB [!-6"lj , PO.Ü3 co;:r;:;or-tr~r,t 
quo:tre conlpé·.rlirqcntn (A, B, c, D) (voil' Fi~:u.r~ 29). L'n.pparçil 

c;..;t 0::1 boio- r·ccouvèri; d'un verni c imDer·léabJ.e. Les compax·ti!:.t~nt~J 

A, JJ, D o:l't t~nç capaci ·cé de IOO "'ll, C une c:lp.J.ci tu de 50 ral. J~c 

:cG:fl'oid:!.r:::5enc:nt c~rc n3rm:e6 pET une circulation d'co.v .• L 1 K".Oda 

eDt urw plo.qv.e en chrll'bo:l, la cr..:thoda une pl::\(}.J .. \8 en pl~~t:Lnu 

les deux électrodes sont plac~cs cor::LrtJ les duux rr:e:nbrancs 

(33.) - I_IAUGJ:Ali'.D ù~~ KHŒl>~ [re?~ ont c~0crit une Œ~"tbodc drélcc
·Gro-ch:co:!1.:.:J:C.o;:r-r.:.p::!20 qu1 i~e donne p~"..s de ré:.:;tüta·i:.s s~.:rti:'•-



ter::1inalcs • . 
La natu:co d(~s ":'lc:nbrm,es r;éparant les co::1pnr-ciments 

joue un l'Ole p::cudominuni. En tcn::mt compte de leur sélcctj_vi·i;é 

8lcct:cochimiqL~e, on peut, en effet, di~:rtinc;uer 3 Cé:d;égories 

de rrLc·nbrP.nos : por~itive, négative (collodion, cellophane), r·.m

photèJ:'CD (protéines). PLr:1i le::.; norabrcuses corn1Jinnisons qui 

ont été pro 11o.séc13, nous avons utilisé de prufé1~ence celles de 

SYHGT~ [IG8] ct de Sl\.I~GEH & ~euPPY (!69] • 

- SYNGJ!; : les mcr·lbl ... <::meo terminales sont de celloph_u.

rJü, ln mcm ur:::mo ceï.1tr~:llc en p2~rc hcmin de peau de mm..r~on for

!:!Olé. 

- SANGER : la membrane du côté anodique est en 

celL)_pho.ne, la mcillbrane centrale et· la membrane du cOté catho

dique Ci.1 c;8l[~tino :formo:.ée. l'!ous pl'éférons la combinaison de 

SiüiGEH. La pr'épnration des me:nbrancs de gélatine se :fnit en 

ünbi bnnt un f1·ag:ncnt de toj_lo de lin prœ une solution chaude 

' ' t · 1- ' r ' .L ·1pc'r · ·'· Apr·~s cc;o1.r ·t.ar;c e·v scc.1acc 8. LJC<! .. · ctt.,u-

re du laborutoi1. ... 8, · loG rtc::1brancs sont i.:F1err;ées pendant I2 

hcureG d:J.n3 un8 ~oluti on dü fo:r';i~ol du co~·Jrile:cce diluée <:1.U fJ.l.larc. 

Au co~.cc:::; de 1 · O:f>é:c.::rGion, le co:·np8).··ti~;:c:a.t cD."Lllodiqt~G 

(D) (I,7 p.IOO 
L8 CO':'!fJ<~.J:·-i;i·::cnt :-_1.ï.~oc1J.qu\) (A) cs·c ro:npJ.i avec GO 'ml d';::-,cj_dc u~.l~ 

·>"vr'j c·t1e o I r~ -~·mdJ' " q"c J ,_, co~Jpa1·timcnt voisin (B) con·ciotfG. 
- . - j • , -' '•"'" - •.J '- -v 

GO ml d'ncidc uc,Hiquc iL 0,5 p.IOO (e:.1 voJ.V.;1l08) pou:t."' n:ain"Go:ï.ÜJ.' 

la co:Hlnc;ti~;ité. La r;oJ. :tion bt unal;y-.c;C.l' (jO nü), qui e::rt pl2-

c3e dw.13 le cc,-·Jp:u··~:Lr:crr; (.Q), est !l!t:tin·;;cm.l;.; à un pii détcrL'ir.•é 

pendant 'èoutc 18. dur•5c ·lt.; l' op~:L·ation. La vérificu.tion du pH 

SC :t'c..i t pc..:c d~s I'GHC"Gio:w à 18. toucl:.te L'tU f!lOycn d 1 indi c:.:rccur;.:: 

coloré.::; (vert de bro~1IOC :t~sol, bro~:IO cx-énol pourpre). L' aju::.rce

mezr(; e~rt; of:f.:;ctué pnr l~addition d'a"'1::wniaquc à 5 p.IOO (en 
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volumes) ou d'acide uc6tique dilu~ dans le compartiment (C). 

Dans le des aciden·m1in~s, lorsque le pH du compartimcrrt 

(C) c::;t rn:üntc:nu crrLro 6:0 ct 7,0, on obtient une sépa1atio~1 

pariai tc en 3 groupes : ECid83 ( CO:'ll,n:trtimcnt (B)), neutres 

( compaJ.~tir.wnt ( C)), ct ba:JiqueG ( co:"1partif:1ClTC (D)). Au. contrai

re, lr::·::rsquc 1 e p.li est nj-u.::rté à 4, 6, le ccmpar'Girc.e:.Yt cathod.i

que conticrLt, en plus de~; a.ci des a:-dr:.é:::; bnsi que.s, une cc:ctai

n~ quantité d 1 a~:ünc-acid~)G nc-:.rLJ.."'CG ou d'W-amino-acides ~.:) -

alanine, acide~ -~',minobut~r~·ique). L'adc't.ition è:u co"'lpartimorr~ 

sp2cial (A) du côté o..nod~.que per'let d'cf:.~.\~ctuer di1"'CCtc:ncnt le 

fractionnement ior.ophoré·Liquc sur les hydrol;y-.sats pÏ:ot.8iquen : 

car les aci den fo:r-ts sc üirigent en effet vers ce comp:.u·timcnt. 

Au cours de 1 1 opération, il y a souvent intér·~t à rer1placcr 

1 1 U"'l'lloniaque dilw5e du co:npa:ctim.c~rt (D) : no-t::rr,,·:1cmt au CO'..~.rs 

do3 de lon(.{;ltc dur·éc, pour éviter la d.éco::tpo.:.ütion 

clans le 

( C) po:'l'\ no..i:•;tc:1ir le pli ct co . .-::··"e il pc~..tt czis·ccr des ba:::; eu 

Jo1··ccs d:.Ft.J 1 1 (cha::rGillo.t b. G:.n::ü;•1·;_;cr, il pcr,t s:.;; :cr-odüi:r·e d.un:J 

1 C ,, u·1 ,:,..J.~.·: i ··n "?·.-:-. c .,.l' ] , Cl d·i n· : c (' (') ~ ,r,·ll·,·i ~-:·.J.· OP" de p ti J.. n' :îO J.··c~.rot CS 
V , . ~.- .• \ .... - , - • .. U L-'< 1 . •. - '- i 1 • .t ....... -J \1 1..-'~ -~ (...,. LI o• ~a..) • ,l J. ' ... • 

l"'lj:·L' ,,.:"\,-1,.,,,-;. 1 1 ">;·!·-,, ~-·.; 
1 ••• (_>'"' J • ............ "" "-'4·~ u .. '··"' 

lÎ.Ll C01Ti.;Ci.1U 

Le potc:::tiel a·Jpliqué reux pl·e:::j.cr·s r:r~;::.d.·.;n de l' ~~:p~

lic7~Cc e:..;·l:. de 1 1 o:cd:cc de IOO '."olt;.;. CérY5.ralc"'1Cll"C; au !Jo-:..~-(:; de 

20 h 
ntl 1 t;., rr;o- 200 vol·:·c-· -j.·,;·'·i:"'l ,.,,l b01 ''G d'un -t(.;''!(':S vc.:cia1.ùc, (I Li. '1 """ ./ il . IJ...;J. J-···-· .. , ... Jl. ~.. .J,... 

tc:.:1t:.:Lnéc ct . 1 
l.J.. 
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ESSAIS DE FTIACTIONNEN:SNT D'UN HYDROLYSA'l1 PEPSIQUE 

Apr~s la ~ni sc c.u point d8s techniques décri tes dans 
• 

le chapitre précédent, nous avons réalisé de très nombreux essais 

pour établir .!!!l. pl~~"'l de iractionnement. Tout d' nbord en tenant 

cornptc du fait que l'hydrolyoat pepsique de la cristalbumine 

est constitué vl~aiGe;nblatlement par un mélnnt;e de polypcptidct> 

de poids moléculaires scrsiblcment différents, nous avons sonr;é 

que 1' on pouvait :cé::;üiscr, au départ, lmc pl~éci rü·c;:rt:i.on f.roJ;tion

!L_ée à 1' a ci de trichloracétique. J~n effet, nous utilisons de pré

férence les conditions d' hyd:rolyse pupsique préconJsécs pnr 

CURRIE c~ BULL ~7r] ( tyre nQ 2, voir page 1'7 ) , qui favori sent 

l'accumulation d~s peptiè.es de faible poids moléculaire (2000 en

viron) au détriment de 1 1 appnri ti on de.s gl~os fro.e;ments de poids 

moléculaire de i'ordre de 30.000. CURHIE et BULL séparent ces 

deux gl'oupes pnr tin fractionnc;:wnt à 1 'a ci de trichloracétiqt:e à 

6,5 p.IOO. 

D's.utren autctu:s ont également utilisé 1a pi'écipi-tG.tion 

tz~chlorac6tiqus pour purifier ou si~plifier leurs mélunecs.poly

peptidiques. LI, ASH et PAPKOJi'F [112] ont oontré que les pol;}rpop

tides "physiolo[~iquo:1crrt· actifs" récuJ.t2.nt de l'hydrolyse pe.f):::>i

que de l'hormone attcér;.occrticotrope ( ACTII) r;e localisa:ï.cnt <.bns 

la fraction pré ci pi téc m~tre 5 c·~ 25 p. IOO d'a ci de tr·i chlorc..c~

tique ; les aut:ccs fractions ne sont pan '1actj_ves 11
• 

Pl\.~cio:L t'J..tion fract.ion:r..:]e Èt 1 'nci.dc tr:i.chlo:c::::~8ti<•.nc 
--------~--- ·-·-----------------~------------------------- ..... ---



Apr<::s crüèvc·:wr t do la c::c.i::;t;übt!r!'linc pt:r CO['..gulation 

ù. la chulcur Lt pH !). , 8 pc; d:.::.rô; 3 ïô.l:t.rtc;;, on t:l.~j OLIG8 ?·. l' h~rd:cr)l~:-

h )0 p. IOCJ l.:o :..t-r 

<m acid~ tr·ichlorttc\~tiquc du :filtJ:·n·i; è. 6,5 p.IOO, il se produit 

. un nouvc;\u pr.:cipi·t;é (Y
2
). Cette op:O:cntion eut répCtéc ti'o:i.s 

:ro_is r~ucccn:üvco poEr le~~ concen·crations de ro~ J5 et 20 p.IOO~ 
• 

Les rœéciflité~J (p
1

·, P
2

, 1)
3

, r
4

, P:) ain:.ü obtcr:us ct 1~c:;:1is on 

r.~u:.;pc2wion ac:wuur;o, t:.d.n::.ii qno le fïltro.t final (.D' 5)., r;ont 

1;:ü..> ~~- trois c~~tract:!.onf.i b 1 1 éther r;ulfu.:ciquc palu~ c:n.lc\rer 1 'c:ci-

t ···.~.·: e;1-11o r·~ •"' /·:· .. ; c•', r:. .l. ..... ,_.,v.....,.v.t. J'- .. ~• 

~:l·l_\_i_-i·.~'":,io·,.l .r.·-····c·r·L·O .. l'î·'·, c'--r·~· le·· .. ,/, .. ,,1·'·"·'·,.. r:O"";.·c r·,--:.~1:.-,~.·~!.;ùés (L~.:~:3 --~·- .t.l., .• v. J~_,_.~..:, '.1.lv _.,..> J."'"·''·~u·:.:.v . ..> "· ~' 
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tri ch Lol·:tcé- . la f.raction · 
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Le filtrat (E

5
), non précipité à une conccnt:ct~tion ù.o 

20 p. IOO en acide trichloracétilJUe, conGtitue environ 50 p. IOO 

d-=J l' o.:.:;ote 1)olyp0ptidiquc total : il c<~t corwti"tLlé vrsif.C';~bla~ 

blcwmt p;::~r lc~3 poly1w yti d.•c.!S po::.;séch::nt le plus f~ù ble :poi d.s 

~no1(~culai -c.··c. C'est donc la .PCtrtie que 1 'on peut fract:i.;m.ncr le 

plus 1'::\.Cilc,~wnt et c 1 ent h son étude que nou.n avons pl·J.ncj.p~·üc-

I,c p:r·éc:Lptté r
1 

repré~3cnte les polyp8ptic~es de !~o.l.d.s 
- , 1 . '] , ( . r , • ... • / 1 

li10J.cctL~:LliG e .eve )0. 000 .'. No-:..u> n <iVOnG pac cnco.ï.,C .cl;l~(n.c cc.;1, --

·Le fn~ction, qui rcpré::;crf;c environ 20 p. IOO è.c 1 1 ;:-~::_jo·~c poJ.~r-

.,..,,;yi~ .-·!·J· ''(1., c.~r,n c~·i·1·d -' i" ,1 i. v _!.,_ \.... • 1 :i .. t;; 0 '""' ' u "' 1:) 

\ 

l 
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TABLEAU XII 

PLAN GENERAL D~ l!~RACTIONI E!ŒNT LES POLY"PE"PTIDT~S 

"SP'.PLES 11 

Les ab~réviations suivantes ont été employées : 

A,B,C,D 

PERMUTITE, DEACIDITE 

IONO pH 7 
\ 

AMBEP.LI TE pH 7 

C.P.P. I ou 2 

C.F.C. SOLKA FLOC 

C.P.P.S. 2 

"CARRIER11 

: nomenclature des fractions polypepti
diques après "chromatographie" sur 
résines h échanee d'ions ; 

: "chromatographie sur ré.sines à échange 
d'ions ; 

: fractionnement ionophorétique avec 
maintien du co~partiment médian (C) à 
pH 7 ; 

: "chromatographie" sur ré::.ünes h éch2.ngc · 
d'ions tamponnées à pH 7 ; 

: chromatographie de p8rta0e uni- (I) ou 
bidimensionnelle (2) ; 
chromatographie cle p~)_rtnge sur colonne 
de poudre de cellulose (SOLKA FLOC) ; 

: chromatoeraphie de partage sépa::catt ve 
sur papier ; 

: chromatographie par déplaceJlent par 
transporteur ; 
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I) - ETUD2' DE J.1A FRACTION POTJYPEP1'IDIQUE tWN 

PRECIPITEE A IJA CONCBNTRI\rHON DE ?0 p. IOO EN ACIDE 

TRICU~ORACB'l'I QUE (}fiL J'HAT F 5) 

Cc filtrat, après passages successifs sur une colonne 

dt: Permuti te 50, puis de Deacidi te 200, est séparé en quatre 

fractions prl,ncipales 

A ( élu.tion à l' a11moniaque de la résine Pcrmuti te 50) ; 

1 ... 

... _ ......... 

- B (fraction non retenue sur la Permutitc 50 et la :Ce3.cidj.tc 2oo: 
- c (élution ' l'acide acétique li/IO de la Deacidi te 200) e. 
- D (élution ' 1 'acide a acétique N de la Deacidi te 200}. 

Le co·nportement chromatographique des dï verses frac

tions est schématisé sur la Figu.re 3I. Len Îractions A, C et D 

sont donc constitu~es par un mélange de peptides assez faoile-

t , \ . f ~· men [;Cparables par la chro:nntographie de partage. La rac·~.~~on D, .... 
.... ~ t ' .... 't :'! • , • , , pa-r con v re, es·u res co"1.plexe e" ne sera pas e ua.1.ec 2.:t[;Cï!1Cm~ par 

ce type de chro"'!atographie. 

F R A C T I 0 N A La fraction A a été soumise 

à trois types différents de 

fl~actionnement (voir tableau XII) 0 En utilisEnt la 11éthoùe de 

DUW1U?.l Cchromatocr·aplüe sur bnndclcttc dl! papic:c et élcc-tJ.~opb0-

rèse sur papier) il est possible de o6pnrcr 1~ fraction A en 30 

grou1)es dif:t'~:r-ents (voir figure 32). D<..m:J un p!·c:<Jie:c to:~m.po, r:.o;.~z 

avons donc essr~yé de la fractionner en utilj. sant 1 'ionopho:r'-::::~e 

et la chro!·aato~raphie de p3.rtage. 

... 

........ 

. ,.. 

Le T Y P E I de fractionn0nent que nous avons t~ti- ,· .... ·~ 

lisé cor:1j)Ol''GG donc· ( voi ln __ tnbl~au XII'; 
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a) un f~'j~tioï ns:_me11t iono;~~ét:h_g~ : ( dü.::céc de 1 r opé-

ratiOl1 90 1linutes ; le pH du co::~parti·:1cnt median est maintcm.: 

unt1·o 6,0 et 7,0) ; 

b) Uf!..0lrc2_ma:!·_9.,gï:>~_phj_e bidi~r.~~2:::.~onr.~l~~ dL:ns los ~s.ys-

t~mcs solvnrrt butanol/atide nc~tiquc et ph6nol (NJ3). Seule la 

fr<',e;ticn anodique donne des chro)~1:::.togra:·JF1CS nets (voir figure 

3 3), préscnt2.nt 20 taches büm séparées. Sur le chrcr;tat.Dgr·amm:::~ 

de 1~ fruction neutre, il est possible de d6celer plusieurs 

plo.ecs diffuses minhydrine positive (figure 34). Cette frac

tion a été étudiée au m~ycn de la 11 chrcT,mtot;raphie couplée" 

sux· colonne ct _papier (voir page 58 ) . Les rûsultats de co 

''01".+ -"·c-.,1- 6,-.,..,rlt!..-. r:u·p lnc· ·Pi "'llre:•:.: 
t...J ... v .&. J:# \_...,)"' \.-r..) ~· ._ \.;tV ---t.:> ~ ....., 

culicr, lE ré:.::oJ.ution o1. tenue par cc procc'Jclé CG"G plus :.:;atis

:f[~is<:~!1-~c que celle fr~urri'3 p~n~ 1a chronu:~·coc:r·aphic bidi:flerwir;;:~,~ 

neJ.lc. 

\ 

pc de fractionne~1:mt, Jcs différentes fx·a.ctj_ons o btcmws sont. 

cnco r·e t1·op ~o-11üc.xeo. I·1ow:3 e.von.s donc é·~é w:1enés à adopte t' 

II , _qui C03pcr~c tout d'abord : 

a) gnc~_!'lxo.ma·~~\'<-l}2..12:h~~-~5tr.P.ra~ti 'C_~~~r colo_~"ln~-~9..-P-~!..L!'h::::_ 
Q~_Qc:~_1ulosQ ( SO:l;KA-II'frOC.; nu :noyen du butanol-2.cide acét1que" 

/\près contl·Olc en chro::~r:·:ort,r<'.Phj_c SlŒ parier, len tubes recueil

lis à 1 '8.i de. du collcc·~c~~ c a.utora.'J,ti que no nt sép3.ré.s ~ d' Etprès 

leur compor-~cment ch~cO''lf' ~0~3rapbi que, en 5 r;ous-frrtc·cions ( AJ;_, · 

A V) Ces ù:Lf:-:'ér·ente~:: sous-f:t.:·~ctionn sont 
~- .. 

::30l..H:Li. FC S 

b) ?:1 un :i:Tacti~)nrlCr:wnt. io_~.QI?J'>c,'l..'ot?::.!.lu~. Au COtü:: cie --------·-
1' iO'i10pl:orè~jc (durée : I lwure)? le pH d1.J. co:tpn.rtimc:nt l\t; 1' é--· 
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chn.ntillc)n est maintenu entre 6 et 7. Chaque sous-fraction· est 

donc subdivisée en trois (exe~ple : AI a (anode), AI n (neu

tre), AI c (cathode)). 

c) après évaporation, chacune de ces fractions est 

étudiée et séparée en cbro:natographie~r papier (uni- ou bidi

mensionnelle) dans le syst~me butanol-acide-acltique. 

RESULTNrS 

- A I la plus grande partie dos polypeptides s_e trouve 

dans la fraction A I n qui présente un aspect chro!!latographique 

en tra!née (RF 0,50 à 0,70)a Il s'agit d 1 un mélange CO':lplexe 

de polypeptides que nous n'avons pas encore pu fractionner. Il 

est en effet pos:Ji ble d' i dentificr plusieurs DNP-œ:üno-acidc::s 

(DNP-sérinc, D.liP-glycocolle ou Diœ-thréonine, IJNP-valine) 

- ~\ : Après chromatographie sépara ti ve sur papier uni

ou bidimensionnelle, il est possible d'isoler et de ré~upércr 

dans la fraction A II a : II taches, A II n : 5 taches, A II c : 

6 taches. La co~'lposi tion des peptides les plus caractéristiques, 

étudiée par la cbrornator;raphie après hydrolyse totale c~>t r~'1...<:;~ 

fic:nblée dans le tablü~:J.U XIII. r,' c::cc.œcn de ce tableau l10!,1S mon"Gï_·e 

quo 13. crn-astéristique c8scnticlle der.:~ fractions anodique~: cGt 

leur richcs~c en acides aminés dicarboxyliques (principalccent: ----- .. --- . 
a ci de ~lut::lmique), en sérine ct ~lycocolle, e::1 almüne o Les . 

fraction!) neutres sont essentiellement constituées par de' la 

leuci!~' d~ l'alanine, de la sôrj_ne, du ~J.ycocoll_~ et (.i.t) l'~s;i:_c~c 

glut<J.:ni g~. Dans les fractions ca tho di qucs, il est in·~üressnnt 

de sienalcr la présence de ~stin~. 

Les umino-acidëS portant les groupements carbrJxyliqucs 

li bres de la fraction mut re (A II n) ont été déter:ninés par la 

... 
-~----·-···--- --------·---·-· ------ ----- -----



'?A:r.:LEAU :\:ITI 

C::-:::;:-osi T:.cn f'n _!:.n:.ino-ec-iè..es des C":!C'?tides do la Fraction Aïi 

~-----......, 

Arr anode t Arr neutre ! Arr cathode t 
:---~--- ----------- 1 -- - I - t 
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Les c-J:üf'i'ree :représeL:ltcnt les_ :propo?tions relatives des e.tliuo-a.cid.es estimés d 9 pa~ès la sur:feoe ..J) 

e+. l ~ intcmsi té dos tacb.eD ré.,.·élées è la i.'lin!lyclrii:e. Les chi:ff~es soulic-a.€s corres:yondent au:c 0) 

ç;.oinc·~aciclcs lE>;;; :r;;lus c:.:..~·actCri:;:-bi<:tues ùe la co:rr:.:;_)osition des poly:peptitief!. 
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méthode de THOMPSON~ IJe[; résultats de ces essais sont J:-anscm-

blés dans le tableau XIY· 

Ti~BLEAU XIV 
------~ 

IDl~NTI:E'ICA'PION D";S ACID~S P.!UNES POH'l'EURS D'lJH GH01TPD'im~r_e 

CARBOXYJJI QUE LIBRJ~ DAW.i IJES POI,YPE?TID'""~S DE J1A J!'RACTIO!LA. II r_! 

.--------~----··-------------------------------------------------: : : : : 
~ A Ë B ~- C Di E 
! !----------E __________ : _________ i __________ ~-----------i 
; 
! . . . . . . . 
. . . . . . . . . . 

Gl·Y 

!ŒA 

Li~U 

: : : : : 9 

: : : : : . 
• • • • • ># 

! 2 : : : 2! ~ . ! : : : : 
. : : i : 

: 6 ~ 3 ; L1r ~ 2 f • 3 • • • 
. . . . . . . 
f 
: . . . . . 
r 

\ 6 

. . . . . . . . . . 
; i ~ ; : : , IO 
: : : 
; I ! 8 ~ 

8 
. . . . . . 

IO 2 

e : : . . . . . . . 
1 • ., • "' 

: : : : i . . . . . -----------------------------------------------------------------

D.:; l' (~Xa':l.en d,; co tableau, on peut donc conclure 

que les fro.ctions A, B, c, D, E (A II n) contiennent au :nu.x:i

mum deux polype 1)tid~s. ]1 a _2h(~n~lalanine ùe la fraction B peut 

d'ailleurs se trouver à l'état libre dans l'hydrolysnt. 

DE3lflJBL1~E ct TIOVEHY l!7'Q ont en effet démontré que le .seul 

~ino:-acides li brc que :_'on peut identifier dans les hydroly

sats pepsiques cst·la phénylalanine. 

- A .J..:...I I , A IV - Après le frn.ctiomwmunt ionophoréticp .. te 1 

f t . ' 'J., , ~ 1 1 , • ces · rac 1.ons n ont pn.s e· ... e St;pD.rcer; p~n- cürvTI:J·:~oe:;r8.J)rllC sul' 



papier ;·leur composition !QQ_bal!:. est donnée clnns le tableau X.Yn 

La cor1posi tion des CO"!iparti!Tlents anodiques et cathodi

<.JUes des fractions A III et AJV est oxtr0:~1e::.1eï:lt cgracto:ri sti q1.:::: 

présence exclusive d'acides amj_nés dtcarboxy}j.:!l.l.!_<.:_.~,_ d'alanine, 

de valine et de leucine pour les poly1)cptide3 "acic1c~;:r, pré.scnc~ 
exclusive d'acides diamino""TJ.onocarboxv).iques, d'alanine, de V<..üi

ne ct de leucine pour leu polypeptides "basiques" (voir ficurcs 
36). -

Le 'l' Y P E ]:I nous fournit donc des :c8su1ta:ts très 

cncour-ngcantn, mais encore insuf:tïsants. C'est pour cette rai-

3on que nous sonGeons à appliquer 

le T Y P E 
------·-·-· --::rr qui con.pox·te dans un promie.1~ te:nps 

(voir tableau XII). 

a) utilisation d'une ré:ünc f~Lible··,1Cnt bt~Gi~.ll.:~~ 

( DEACIDI'l'E 2bo) pour iso:Ler 1 es polypeptides h cnrr~c"Lère 11 D 1~i dan , 

b) utilisation d'une I'(~~ne forte·rwn.t 120~~ 

{ Ambcrli to I R 4IO) pour isoler et fn::cti'onncr le[3 poJ.~.rpcp·Lid:_::f; 
à cc::xact2:;re "ba::liq~.w". 

c) utili~ation d'une 
, . 

rem. ne fai. b1e'·l cnt nc:i. du ----- -------·--·----
(i\17lbo.rlitc IHC 50) ta"11po:m{e à différents pH (6~5 ct. 1L'f) :;)OV<' 

i.:.;,llcr ct fro.ctionncr le:3 pol~.' [)Cp ti dc8 à C2r::.1.ctè.r'e n:r::.ti blc~~c!ü .' 

ba.sique 11 ct "ncutt·en. 

AQr·ès cc fract:~onncmunt de base, 1 'j_o:Q.QJ?hor-è~:..~ ( l''é~~

li.sée ù différents pH), Ja chromatographie dG J~~~~ ( .stœ col en-

ne et sur papier) sont utilic0cs co::11:1e dans. les UJ E _I_et_ 
.Il de fractionnement 
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Ar:~r Arv 
1 ... --.-....... _,_ .. ____________ ....... 1----...--.. ..,._.....-"'"--..-:..---.-'":'ll>,....,.,:..,.__ ...... ~ 

a m 0 tt. m (', 

f-r--...... -~----~·.:..--·-!--~--~{~ .. -...... ---...... ~!---....~ .... - ........... !-- ............. _. . ...,._!---.-~-~,.._..._.-.... t~-...... ---·---

r 1 r 
! Acitlo o.ercr·~irLua ! 2 4 J I + l 4 + 
1 -1 f t l l 

r Aoi(lo glutaniCJ.Ue 1 8 ' 6 t f 6 ! 8 2 

! ! 1 ' f Sé:r1n~ ! l 1 

D 
2 l 

r f 1 + 
! GlycoeoJJ.e - 2 1 t 3 J 
t r 1 f 
! Th:r~on:.l.na 2 J t 3 
t 1 . ! 1 J 

t ./l~n.nin~ 6 '10 l l 6 12 
,. 

1 ~ -
! 1 . t 
t Tyro:Jil.J.e ! r ! 

1 \ ! ! l 4 . , .. 
t Vnl1n~ 6 ! 0 .i 0 ! -~ 8 f l - f 
1 ! 
r I1éucine .1 t 8 2 6 I 10 ! 6 

! t ! ! 

f .Pt..~.{nyla.lnnin e r 2 ' 2 2 1 6 t 

! r J J 1 ' 
f ];yuine J 8 i ! 

'"" 
! 4-

J 1 ' ! l ·o ! 

r ArŒinine 1 t Î ' l t ! )- 1 l 
! J 1 l f ! r 

' Cystine f t 1 r ! t 1 ! . ! 

1 r t r f J 

l P:roline l 1 ++ ++·:---
_____________ ...__.. .. ...._.,.,.._.._C"'"t,_.,~,...L .. ~,..r---------·~ ... --SN·~-------~--__..a-..."14.._~.;,..,-,-:'4·-• .,..c;,._ .... --. 

" ..... 
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Ainst que le d5montre la fir.;ure 3I, la fr~?!l B ne 

peut pas 5trc sé1mrée utilencnt en chromatographie de p::u·tage 9 

Nous 1 'avons donc soumis~ t'l. un frac-tionnement par chromatoera

phie par développc::1Cnt p:3.r transporteur ( CaE:!}.~r ~j.sp].n~~ncnt) 

(voir tableau XII). 

Concli.-tions exp_5rimentales : 

- Colonne : IIau·~cur -== I8 cm., diwn~tre 8 mm. 

- Adr.wrbant : I partie d' P.cti vit XL 50 et 3 parties d' I-tiflo-

Supcr-Ccl. Après tnsse·l\ent, la colonne est lavée pnr une so

lution d'é-th~:mol.à. 50:?· IOO (en voltm:es) dans l'acide chlo

rhydrique t{/IO. Des solutions d'alcool n~amylique ù. I p. IOO 

(en volmacs), d'alcool n-oct~Ilique ct n-décylique, à 2 PoiOO 

(en volu~es) sont prépar6es dans une solution d 1 éthanol k 50 

p. IOO (en volu~.10s) da::1s l'acide chlorhydriqt~e IT/IOo Une solu

tion s~tur'ée d'alcool lauriquc dnns le mCr:1e solvant est égale

ment prépn.rée. Le ::1éla 1c;e d~ polypeptides est dissous do.r..s 2 

ml de la solution d' ul ::ool n-m1yli que. Après le passP-t:;e des 

polypeptides, le· d6pla~ement est effectué par IO ml d~ la solu

tion d'alcool n-octylique ct 75 ml de la solution d'alcool n

décylique ct 80 ill de la solution d'alcool lauriquc. 1'30 frac

tj_ons dl,; I, 2 ml sont r·.Jcueillic3 à l'aide d'un collcctctœ 2.ttto

matiqu.o et étudiée.~.; en chromatccr·q;hie unidimcnsionnclJe. 

I) Tubes 8 h 20 (avec ~-m maxirnu"'11 dans les tubes 8 à I3) 

- II)'l'ubc3 28 à 38 (.::1vec un maximum detns les tubG3 28 2. 3I) 

- III) Tubes 73 à BI. 

Le co,'I'J:)ortcm<mt en c·b.romatographie unidimen:-.üonnelle 
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de IGl fro.c~i on ""E> I (zone C, o..rrè.s c...hromo.t-osrorhie. 

sé-rGro.t-i_ 'v'~ olot" s Ie. rhe.noi ( NH 3))-
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de ces dt verses fractions est 1chématisé sur la f'i[.'1F'e J'7. La 

fraction I co~prend 6 zones co~?lexes ; la fraction II 4 zones, 
la fraction III 2 h 3 z0nes. 

i\pr~s l~hromat·)graphie l.•Piùimcnstonnelle sépc..J:""ai.j_vo~ 
ces dil'férentcs ~~cnes ~:nnt re1)i:·éet: ~ éluées et sou:ni ses à une 

hydrolyse -tct::.üt;. Les r§sul tats o·t:-~\.·nus peuvent se rémner de 
la façon suivan~e 

K..JLA c 'l' I 0 Ii :' I : 

La chr);Jatographie séparati vc dL t:; le phénol. (Nrr
3

) 

permet (voir fio~rc 37) de découper trois z(.•1e ... (JI., B? C). Ch:.t

cune de celle-ci ;:;:..:;t cons ti tuée par un mélanie e coT·t,., ~~œ de 

polypeptides. En ~:f;..ct, en utilisant la qotho.\a à _la .,_,· rl:nxy

pcptidasc de THœ~?sOÏi, on idtmtifie pour chaque ~one 6 à ' 

amino-ac-idcs dif':i:'(:rents (voir :figure 3s et tableau XVI)" 

\ TABLEAU XVI ---------
J)HOPOHTIONS RJ~LATIVES DiiJS DIVERS AHINO-ACID"ES LIBER~S PAR 

L'ACTION DE LA CARBOXYPT~PTIDASE SUR LES POLYPEPTIDES DES 

ZONI~S A. Bo C (Fraction B I)(durée d'action I8 heures) 

----------------------------------------------------~------- : i . . . c : : B : Amine-acides i A ! : . . . . 
: : ----•-----------:-----------:------------------------:------- ! i 
: • 0 • 4 i ASP Ï 2 4 i 
: : 3 6 ! 6 
: GLU : 

2 
i _8 

i SER i 4 : 4 
: 1 4 3 : r GLY : • 
: AL : 2 2 i IO 
! A ! I ·3 i 
; THR i : I8 . . 3 . : VAJJ :· + • 
! LEU f + 3 ! I5 
: 1 : 

=--~---------------~-----~~---~-----------------------------. 
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TABLEAU XVII ·-
12'.0l'2rt,iona :r.E'\latives des am..i.no-ac:l.df:'a dP.s F.racti~ne llTT "t J3TTT - -----.-- . ·- !:'"d,.._,..._.._......,.... 

-------- __________________ _..,..__.._._..,__ __ _.......__ .. ____________ 
! Brr lliii 

' !--~------~------~----------~--1~~~---------I , 1 . A :e c D A :a 
!-----.----------............... J--....... 1~---... D .... , __ ......_..... J ................... , ..................... - ,__...._....... ... _ ' . . . . 
! 1 ' ! 
! Acide aspartique ! 2 ! 3 2 ! 1 ' 1 !· ...,; -· :, ! ! r ! t .. 
1 Acide glutamique 1 6 ! 6 ! 3 1 4 ! 2 r 2 
! 1 ! 1 r ! 1 
1 S6rino } % ! f ! ' 1 

: Glycocolla ' 6 J 2 1 . 4 1 4 ! 2 f 2 
l t ! 1 1 

' 1 r 1 t r t 1 
1 Alanine ! 3 1 3 r 4 J 3 1 2 ' t 
J r 1 ! ! ! 1 ! 
! Leucine \ 1 2 1 t 
! ! 1 t 1 
1 Ilill.miné s ! 4 ! 2 1 2 1 2 2 
r t ' ! t 
1 Cyst1nq r 1 1 ' 1 
1 1 1 --- ____ ....... -------- •• •• ••~.,........~c·~""""""-
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Il est i'!lportant d'insister sur l'absence des acid~s 

diarlino"Tionocarboxyliques. Dans la fraction C, la libération pré-
of> 'r t · l, d 1 · ' ... e en 1e. j_c e euc1ne est tres caractéristique. 

:!!"' R A C ~~ I 0 N S B II et B III 

Apr~!S (Hution des 6 zones da la fraction B II et dr~s 

2 zones de 13 III, los pol~)Je 1)tid~s recueillis so:.1t hydx·olysés. 

18. CO""!porütion en amino-ac:ides des :polypeptides les plus carn.c

téri sti ques de ce.J fracti c ns est rémll~H)e da.ns le to..ble8.u XVII. 

En conclw:don, Je fr::t.ctionncmcnt par an3lyse par dép12-

CC.1lEmt par transpo:r·tcur, Ls.socié à une clŒo:-:1atoero.phj_e s,Spa.·rati

ve uni dL'1cnr;ionnelle, p0r:: et une résolution nette de cette frac

tion C0':1~üo::c q JElle est nt' an:1oins encore insuffis~nte, sur·t:rut 

pour la fré:ction D I. Une chr·orw.:Lot_~:.t"'aphie sépc,rati ve bidimen:.üor~

nolle donnerait d 1 aillcun une résolution déjà phw s<xtisfai s::.mte, 

\ 

FRACTION Ainni que le montre la fi0LŒC 31, l2.. 

~·ractiqn C se prê·i;e facilG1W?l·1; L.J. un.:-J 

séparEttion par chronato0r< phie bi dimensj_onr..elle. les cln:·o,'1.::-rtocl'r~;:

"1es sont efl'cctu8s sur du papier épais Ülullictell nQ 20/ rs:o) de .· 

f::-v;on à séi)arer une ·plus r rande quanti té de peptides. Jl.pr·bs re~')é

l'age à 1 'Ed. de de la lur:li è:n~ ul tr·a-violettc et d 1 un cbrom.o:to0J'<:'}:.l:!'f;

té:noin, 3 ~onc;3 (A, B, c) sont délimitées et éluécs (vo:Lr fj_{~l'.rc 

c 
~--· 

3I). 

La déter-,inatior. des groupel"lent a.~inés J..i bres des ))OJ.y

pcptidcs ainsi séparés a (té réalisée au noyen de la micro-m~thodc 

d'ACHER, avec identificatjon de DNP- aminoacid.es suivant la tech-
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ni qtw de BI ,0,-_•?IJTTi' e·l- o.0,'1''1. u.lv\.. L"'9 ' 

...,u '- D "' ..... -'- -.. remütats sont r·o..ssemblés duns 

le tableau XVIII. 

1 AJ3J,EAU XVIII 

ID'JJTJ"".'IC.flfl.'liQJ.T D"::-Jc',r.)c ACJD1"C'< A }'<"' 1 ,., --~~--~-- 1 . ü :_--__ ,!.ü_~H~ ~ü POR11EUI?S D UlG.-RO~]?I%11~\lrr 

i------------------------;-----------~-----------t------~-·---; 
- 0 • • .. 
• 0 ,) • " 

~ }) ,. : : : 
..l~J1 - a;:ir:oc:•.cid0::: · A ~ B : C . . . . 

• 0 • • .. : ----·----·-.---------&&·----·-..-~ ._: __________ .. .,. __ .: -···------... ----· ------.. ·------....... : 
: : : ~ .. 
• • s g 

• s 1 : 
: D..cidc l!iœ - glutamique : ~ ~ 
; ou . 
i n.ci de DilP - au parti que + : + 
: : 
: DNP .sérine + : + . + . : : : 
i DNP - glycocolle + : + : + : 
: ~ : . 
: DUP va~i ne + • + ! · + ; . . . . . . 
i : : 
1 : • ; 
: • : i 1 

·------------------------~-----------L-----------~-----------~ 

Les ~oncs (A, B, C) o.in.si récupérées par chro:-:w.:togr-e:.-

phie bidi~ensioru1ollc de ln F R A C T I 0 N C, .sont donc cons-

ti tuuc.s pro b:J.blemont par des mélanges de 3 b. 4 r:olypc:pti des. I,e 

fr~ctionnc:~wnt quo nous opérons est donc insuffisant. Il nous.' 

faut notam"'1cnt envi s:J.cc:r la .séparation des fractions A, B, C p~u:· 

chrO""l~.rtographj_e de po.rü:~e (sur colonne, p:..>r exe;nple) do.nG d'at~

tre.s ~y.stèmcs-solvants, le phénol (nn
3

) notœn:r1ent. 

La CO:Jlposi ti or. globale en ami no-acides dt; cette f:re,c

tion est r~ssembléc dnnc le tableau XIX. 



1'alloau XIX ----··-----

• ~ ,,, . i· - --=~.:..;.:!!! .. .) -~::_; -1'-'--J· J { 1\l,_d·.-~_jj_ ___ ç J>I;_'_O_.ror_·_aJONS nE· .. rJ._!\_._.rr,_;'.I._f_'-'•(:->-_' ])...,,·:..'··•()' Ar"I"IO 1\('I'I'-O('< D- I ~ l' r<mro T 

--------------------~--------------------------------------0 . . . c A D . . . 
!-----------~-----------!-----------! . . . .. 

: . 
1 

ASP . 
4 

. 8 6 
. . . : . . . 

G:LU . I2 ! 20 I5 . 
\ i . . • . .. e . : : 

Sj:i;H 
. . 3 

. 3 
. 3 . . . 

' . . 
GLY ' x 8 IO 

. I.O . . 
' 

. . . . . 
'l'fm. . 3 . 8 

. 3 
. . . . . . . : . . . . . 

fŒ/\. 
. . 6 . 

G : 8 . 
TYl1 I I 2 

V,;\J~ "" I5 8 
0 

lEU (') 

0 2 3 

3 

Il e::;-4:, i!~I1:JOr·t::_ n.t d' in:üntc1~ sur lo.. richcDSO en ::.tcJ_·" 

<.\~ ..... C.~:'itnrl~:-~E~ dt;) cc.'3 po] 'f_p.:;ptides : ilG poDsèdcnt donc m1 ca

:c"'c·Lè:ro 1":f:~.J.h).(!7':nrt r•c~.( J 11 qui c:cpliq-ue lctu~ co1por·to·~-1~mt mu· 
---------·---

J::icho en V,"_:....l __ l:·_...,_,-~,.1:1_ éé0 1'~1 :• -~ .,-.-; c"'" (····1 ·nh(l·prl81 ·1•li·:1.-. ' - " - --- ·- - ,j ... - [,_,, ·l ;: ... ' ••. . ___ ,-.. • ~. 

J.~· .. :S,'.-,··-·,._._-·,1~~'! ~~ /c·h,),Î,l.,'::\ <.l'; c~-~.-~:· c>_,-:-··c, ~- ' - ·' <-- ,, .. ·--· ...... , ... ~ • - ....... , ~ u ~ 

r,;r 
_ _. ·' 4 

3,5. 



.Il est pos~ible ainsi d'obtonir 3 soue-fractions 

·dans les compartiments D (39.), C, D, de la cellule à ionopbo

rèse (DI, D2, D3). 

Aprè.:; chro~t~ato,:~raphie sur papier uni et bidimcnsion-· 

nclle, DI co:tprunt IO ta~bes, D2 7 taches, D3 6 taches~ Ln fl'r~c
tion DI, bi en que très C')::!plcxc, est obtenue à 1' ~tnt CX'irjtal

lisü (voir :figure 39 et ta.blco.u XII). 

La co:tposition en a~ino-acides de divers poly~cpti

dcs les plus caractérist:Lquco, obtenue après chromatol~.l~c-,phic 

d~s hydrol;vsats totat.~x, .Jst ra.sm::nùlée do..ns le t::.:bleau. XX. 

L' ox8:1len de ce tableau nou3 confirme tr~s nc·~tc~.::cnt 

le car2ct~re acide des pJlypoptidos de la fraction D. Il existe 

tl~üs cert:üncmcnt des on:::h:.ûncmcnts aupartyl-glut2.mique ou glu

twnyl-aspar·tique. Le rap;_)ort acid~ aGpartique-acide gluta·üque 

est de I : 2, tandis que, dans los peptides de la fraction C, 

il est deI 3 (voir ta0lcau XIX). Mais il est tr~s curieux 

de comparer\ la co·1.posi ti·:m en aTüno-ucidc,s ct le COTJ.Po:ctc~~cri"G 
en chror;mtog:caphi c bi di;n:;müonnelle. Ainsi la peptide ( AD

1
L) c:..;t 

riche en acide a=.>p::lr·tiquJ, en &cidc glutarnique, en alanine ct 

en leucine. Il se co·'!po:cGc po~.1.rtant co:m:1e la leucine. Il c.st 

Vl'aiscrnblabJ.c'nent po.:r·teuc d'un eroupcnont 2.'1Üné libre provennnt 

du la leucine : ce qui exp li que son co;npor·tcment chr·o:natot3ro.phi~· 

que. Le polJrpcp·tide ADIG e.st éc;o.lc;nent riche en acide aspaJ:·tiqt~e~ 

en acid~ Bluta~iquc ct c~ leucine. Il se situe scnsiblc~ont à· 

ég2.lc distance ô.c l' acid3 glutDY:J.ique et de la leucine uur t:.nc 

dl.'Oite qui pra·tirD.i t de 1 1 Ol'i,~;inc du chl'0:'1C!.tO(jT<J.Y:11.18. :::on [').'0\.!"~)ü-

. n~cnt a·nin~:; li b:cc 'Lc::co;,ir:al er..;t dor:.c ù:i.fl'ér·ün"i:. cl.c celui du l;cp·~id;:; 

(39.) Le co~;1p;;~r·-GimcY1.t .0 (voir ::ngure 29) er_,t r·c~n:oli [-'.V<.:C CO ·:·J 
d'acide <::.cétique à I p. IOO{cn volu::1es) (pH: 2,7). 
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TABLEAU XX 

Ccnposition e~ 1~itl~acide8 des polyRcnt}jcG de ~a Fraction D 

~ ~- --- -- - ------------------·------
- ! 

-~1 ! }...D3 ! /I..D2 
~--------------------- 1 Pl..... -· . . .......:. ~ . ... .. '. ' .. ! 
l A 1 :i3 • t · 0 ! D f P 1 G t I ! ~: f L ! I f II ! VI l v""II iVIII ! A · ! :B 1 C ! D 1 F · ! ~ 

t s- t-:- r-r- !~ 1-I-r-t-I--!- !......:._ t-:-t- !--!-1-.!--- 1 
t 
! 
! 

1 
! 
l 

! 
! 

l 
1 

' ; ~ .4-' 1 4 ' 4 , 4 2 ~c-~e aspar~~que . . . ! 
! 

Aciùe glutamiQue! 6 [ 8 
! . l 

Sé:rüia 

Glyoocolla 

.1\..J.anine 

Thréonine 

'];lyJ:'osina 

Val ina 

Leucine 

Phénylo.lo.nine 

Diruninés 

!_3 t + 
t ! -
1 3 ! + 
1 t 
! 3 l + 
l 1-
t . 1 
l 
t 
1 

! 
t 

1 3 t 
1 . ! 
l 3 ! + 
J . J -
1 J 

t t 
J 4 l 1 
l 1 

! 
! 10! 6 
r 
') 1 2 t 8 
! ! 2 
! ! 
! 4 ! 2 
l I 
! 
t 
1 
! 
1 2 ! 4 
t ! 
t 3 ! 4 
!. 

3 t 4 
! 

! . 2 

! 3 
! 
J 2 
1 
I 2 
t 

! 
1 
t 
t 

. l 

! 6 
1 
l 8 
t 

h2 
!/ 
J 

1 
J 
1 

1 

t ..... 
! 
1 8 
1 
t 

t 
1 .. 

! 2 
f 
' .'1 . ,. 
1 

' D3 
r 
t 3 
! 
t 

J 
1 2 
t 
! 4 
1 
t 
1 
l 
1 

2 r 4 
t ! 
r 4 t 8 

l 
: l 
t)2! ;t 
! t 
! 1 
t 3 I 4 
[ 

t 

' + ' 1 . - . 
! t 
! 4 ! 3 
! ! 
' t i\2 i~o) 
tl f 
t 1 

! ! ! 1 
1 r t 1 
t . 1 1 r 
t 2 ! 3 1 t 
1 ! ' . . 
! 3 ! 8 t 
t J ! t 

3 t 2 t t 
! ' l 
! 

t . ! 

1 
! 
! 2 

r, 
t)4 
!} t 

t 
6 ! 

2 

1 
t 

1 
t 
t 
l 

1 t 1 
! 

2.! 2 

2 

! 
t 

! 
t 
1 
! 
t 
l 

t 
! 
! 
t 

f4 !10110!" 8 
1 t r 
! 1 0 ! 20 ! 30 ! 20 
! ! ! t 
1 1 t 

!)6 i~1 o !)s 
1 û t} 

! t 
1 2 ! 6 t 
! ! l 
! 2 l 
t l 

t 
1 t 

l 
1 
! 
! 

' Da 
t 
t 2 

f 5 t 
l f 
r 30 t 
1 1 
' . 1 
i)1o ! 
l 1 
1 J 
I 2 
l 
1 
t 
1 2 
1 

t 6 ! 6 
l 

l 10 1 
! ! 

6 l 10 
! 

!6 !2 !1ot 
1 ! ! ! 
! 
l 
t+ 
1 

! 1 
t 

+ ! 4 ! + 
t . t ! 

2 ' 5 1 
1 ! 
! ! 
t 
J 
1 

_.. 
...... 

. o 
l 
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(AD
1
LL Les peptides (AJ•

1
r) e-~ (AD

1
K)·, bien que r·ichc:3 en uc.:Jd::: 

c:luta:nique et en acide c. spartique, se si tt~cnt sul~ le chre;~·~·çci;

grœ.:'lme dcms la zone des 2.cidcn d.io..~linomonocc.rbrJ:x:'trl:i.cll.!er:o Yn cf-· 

:fct 1 chl:B leur col-;:3titu·!.ion, on trouve une quaJYcité reL·~t·j-,'::.::1()•:\ 

i·'rpor·tc.r..te .de lysine et d'a:cginj_nc. Toutcfoisv le:l.u~ coTporLc

Hlcnt nu cour3 du fractic nn2:--wnt i.onophol~é-tique pez·:,1et de lc.'3 

considérer comrr:c d~s poJ ypeptidos "fo:r-tm::ent gci c~.es". -----·---------

\ 
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Toute;; le'-' -er· 0
, • ...,.;-J· Ol"~ ~1) Jl J--, u -,~ on+ ~'.·:~ ~ .'.'·0''.·-~ • ··• _,_ c ,, u - ~.) .. I ' 2_ ' . 3' -'- 4' ..L v ~ u "~ ~ ::> 

~t un fract:Lonr1c:'1·'·l· [; ,._.,-;-,,~~l··--11 co•'(l"Olo·~~o·~r·-G • • •· ..... • t_:.'--'--'-" '-"' '•"1:" VI,.,.,. •. 

2.) un fr.::tc-Gionncrr<::moc ionorhor·{tique 

b) une clœo:n~tog:crphie m.œ ré[Jinc à échc:.'.i.1c;e de ca·Uons 

- c) U!.lC 

I ,, ,., 
_:C.:. ... ,.J 

pnnicr bidimensionnelle. 
... J. 

, 1 ' ,J 1 ' • :CC;2LL'G::.-'.GS que l'J01..'.:3 D.VOl'JS 0 !.:fCCl1.LW D.VCC Ce rr·00o0 C~ '" ......... 

r:d. :otp1il'i c:":.:~io11 :.:;ont éL~ec: \!Lm-Gs. J:;j1 effet, les cllro•r..c.togl~:::..pbi cs 

OlClmcnolonnellcs sont vifficilcs ~ interpréter. On observe, h ' 0 l 0 0 0 

qnc1quc:.:; c:::cqJtion:::; pr·è[, de grandes places diffuses, m:.ü d8li

dc IJOJ.ypo pti dcG. 

~ r.:L~l-t~.~-)_-:0 .. ',··_,0 l'\"')'''.). ·-"t-,~.. / .. ,,,"''· " . , . .. L .L J ,, •.• 7 c, •. , v 
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Conditions exp~rimentales.-

lère IonoQ!}orèse : le pH du C0':1Jiartiment (C) est main

tenu entre 6 et 6,3 (contrôle 2.u pHmètre). Durée : 120 minutes. 

Au d8part : 50 volts et 250 mA - apres 90 minutes : lOO volts 

et 90 mA. Les trente dernières minutes sous I30 volts. 

2ème Iono Qhorèse, : Le pH du cor:~pa:cti:nent ( C) est mcln

tcnu· aux environs de 4,6. Durée : IOO minutes. Au départ : 130 

volts ct 200 mA - k la fin : I60 volts et 80 ~A. 

3t::nc Iononhorèse : Le pH du CODl)[trtLnent ( C) est main

tenu aux environs de 3,4. Le co:npartiï,1ent (n) est ro;npli Evoc de 

l'acide acitique à I p. IOO (en volu~es) (pH 2,8). Dur6c : IOO 
• .A-nunu L.CC. 

Chaque fraction, après évaporation, est étudiée en 

électrophorèse sur papie1,. Les ré:Jl.ü-Lats obtem.ts sont ro.sscmblés 

dans la fitwrc 4I. 

L' e~~a';Jen de ce::; dia.Q;l'['.'11rtws dr 8lcctro_Dhorèse nous dé

rt10ntre facile"1Cl1t la validité du f:t;·actionnerr:ent que nous avons 

op8r8. Chacune des 7 fractions s.im:;i obtenues est soumise è. une 

nchro:llatocraphie" t>t.tr rér;inc b. 8clmr.t:e de c~~tions (Penrrutite 50) 

ct frnctionne:Se niruü en dt:ux sovs-fr·2ctiorw : fl'nc·Gion retcm~e (A) 

ct fraction non r.;;tcnuc ( z). Les I4 sous-in:-,.ctions sont alors 

étudiées en chro"\atographie sur papier uni- et ùidimcnsionncl1e. 

L' enf_;emblc dtJs 1~üsul tats de la chromatographie unidimensionnelle 

cnt r8..ssc:nblée d::J.ns la fj.gul'C 42. 

Ln. :f:ïr;u~(·e 4 3 nous ~wntl~c dlJUX cxC;"!1ples d.; chromatocca

phies bi dimcn~donncllc. J;' une ( Jro.ction A) présentant une ascez 

tonne résolution ch:co·1atocraphi c;uc ; l' c.utre ( i.'l'[:..ction Z) sans 

rC:solution. 
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(!) Elec trophorèse à pH 7 : 
1 

P3 A1 1 + .. l _, 

1 + 
1 

- 1 P3 M1 • 1 

P3 C1 1 + }==-- - 1 
1 

- 1 P3 C2 l + tf 
1 .,. 

1 + 1 -j P3 C3 

1 

@ ® Electrophorèse à 
1 

pH 4,5 : 1 
\.i 

1 

P3\ C2 r+ ~ - ] 

P3 M2 1 + i - 1 

@ Elec t rophorè se à pH 2,9; ~ 
1 

1 + 

, 
- 1 P3 M3 le 

~ 

P3 C3 1 + ; ~- -l 
FIG.41 
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Controle chrornatograph_ique aprèslONOPHORE!:E 

et passage sur PERMUTITE 50 
de P 3 ~;\~~ v. v. _.,. 

P3 A1 0 

@) 

FlG. 4 3 
C hrQmotogra mmes· schéma tiques (P3C3Z-P3A'!A) 
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En conclusion, ce type de fractionnement est donc très 

satisfaisant. Toutes les fractions (A) retenues sur Pe.r;nutite 

peuvent être facile'T!ent étudiées et séparées par des chromato

graphies d~ partage. Cependant pour l'ensemble des :êrnctions (Z) 

non retenues sur Permuti te la résolution réali.sée par· la chroœa-

tographie de partage est ~auvaise et leur étude nécessite QÈ1i
g_n.toire:nent une si::'!pli:fication des substrats polypeptidique,s o.u 

moy_cn d'une hydrolyse chymotrypsique ou trypsique ou un fruc

tionne:ncnt pc.r chromatographie sur colonne de charbon suivant 

le principe de l'analyse par développement par dépluccment. 

b) - HYDROJJ Y tE CHYM OTRYP SI QU1~ OU T RYP ,3I QT.Œ D 1 UI-Œ Jt.BACT_:Ç.0N 
CQ.'I1PI,l!JX:E.-

JJes fractions (P 
2 

) et (P 
3 

) (voir ~~ab1erm XI) sont 

d'abord soumises à un fractionnement ionophorotique (pli 4-,e). 
Les fractions r·ecueillies dans le co•:1partiraen-G ( C) (P ... }T et P :/;·) 

sont [;Ubdi ~isées eri deux sous-fructions par "chronw..to,~-raphie.:::;" 
sur. une résine à échange d~ cations (P i~A et P 

3
MA retenues .sur 

ln. colonne et éluées par l'amnoniaque diluée, - P2MZ et.P
3

r:rz? 
non retenues). 

La chro11atogra:~hie bidi!ùcnsionnelle de ces deux del'-
, . ,_ , . 1 1 

nt eres frn.ctions révèle leur grand~ cornple::J.·Ge pm.sttu on o. o J-

serv8 principale:-nent d~ux grandes plt:~ges èifi'u.ses rü:nh~.rdr·inc .. 

positive (voir figure 44). 

· La fraction p
3

fiZ est sou".'lise à tme hydrol~r.se tr·;;rp:.Ji

que lt pH 8,2 (ajustement au sesquicarbonate d 1 anmorüu:n) penùc.~1t 

I8 heures (~ 379. c, la fraction P 
2

MZ à une hydrolyse chyr.:otr;yr;{ë;i

que à pH 8,25 pendant I8 heures à. 379.Co 

Après 

chromatographie 

chro.natoc::camw.es 

d,., ,_., 
'-'•J 

évaporation, les hydr·olysa:ts DOiTG étuchés en 

uni dimen:3ionnelle (figure 45) • La conolGxi té 

obtenus donne une id,)e de la .sinlüin_c[!:tion f;t l 'i -~ C:-.. 
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FIG. 4 4 

l FIG. -'S ! 
P2M Z P3Mi 

chymotrypsi ne trypsine 
_ chromo t o g ra ph ie 
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controle chroma{<)_ 

graphique_ 
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urale des polypeptides qui s'est produite au cours de l'hydr~;-· 

lyse enzy~atique. Chaque hydrolysat est alors souMis k un frac

tionne":lent ionophorétique (pH 6-7) dont le pouvoir ré.solutif 

est illustré par le chro11atogramme unidimensionnel de la figure 
46Q 

c) - AL'{ALYSE PAR DEVELOPPEMENT PAR D~LAC:l!;r.ŒNT.-

La fraction p
3 

est ·soumise à un fractionnement iono

phorétique (pH 4,8). Le contenu du compartiment cathodique 

(P3C) est subdivisé en 2 sous-fractions par "chromatographie 11 . 

sur résine à échange de cations (P CA et p CZ). La chromato-
3 3 

graphie bidimensionnelle d~ la fraction retenue sur la résine 

à échange de cations, montre l'existence d~ cinq plages diffu

ses (figure 47). Ce méL:mge de polypeptide~ est séparé par une 

analyse par développement par déplacement sur colonne de . char-:1 
bon. \ 

Conditions expéri~entales.~ 

- Colonne à "sections" : Ière section : hauteur I7 cm~> 
diamètre 8 mm 

2ème section hauteur 6 cm, 
diamètre 2 mm. 

- Ad.sorbo.nt : I partie d' Acti vit XL 50 et 3 parties d' Hyflo
Super-Cel. 

Déplace11ent effectué par une solution à I p. IOO (en volun1es; 

dd CEQUARTYL dans HCl li/IO. 

Vites.se de pnssuge : une goutte tout~s les 45 secondes. IOO 

fractions de 2 ml sont recueillies à l'aide d 1 un collectcu.r:

auto~atiquc. 

L'étude de tottes ces fractions est effectu6e pGr 

chromntoeraphie unidimc~sionnelle dans le systè~e butanol/acidu 

acéti-que. La fic,urc 48 rassemble quelques aspects cnracté:cj.sti-
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ques d~s chromatogrammes obtenus. 

L'examen de Cétte figure montre les possibilités 

réelles dt~ cette "'1(thode. On n'obtient pa,g d:i.rectemen·~ un frac

tionnement du mélange, mais une si:;rplification suffisante pour 

que l'on puisse ensuite effectuer avec efficacité des sépa:ra

tions par chro:-:mtographie de partage sur des groupes de taclws 

rassembl0s. 

En conclusion
1

_ les expériences qui sont rapportées 

dans ce paragraphe ont (té choisies pc..rrni celles qui présen

taient le plus d'efficacité dans la séparation dlun mélo..nge 

polypeptidique. Après cette expérimentation, nous sommes donc 

en mesure de proposer un plan-type de: f:ractionnernent d'un t-:lÔ-

1 l
, .... , d 

ange po1?peptidique t.ris coïTiplexe, qui est r;c1emaGJ.S;3 nns 

le TableHu XXII~ 
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11 CŒ:ŒLEXES" 

Ju.iv;J.ntee ont 

! hydrolys~ totale 

~ fraction :.r::moxü iuEcnl:!.C}.'utique avec :r::.3.inti -:?n 
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