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Parmi tous les acides amines que renferment les prot6ines, ce sont les acides mono- 
amin6s monocarboxyliques, et en particulier, le groupe alanine, valine, leucines, qui 
offrent le plus de difficult~s ~ doser. Aussi avons nous pensfi qu'il pourrait 6tre utile 
d'appliquer h leur dosage la r6action de l 'hypoehlorite de sodium sur les acides amines. 

LANGHELD 1 a montr6 le premier que l 'hypochlorite d6grade les acides amin6s en 
aldehydes poss~dant un atome de carbone de moins que l'acide initial, et en ammoniac, 
selon le sch6ma global: 

R -CH - -  COOH + NaOC1 > R-CHO + NH a + CO., + NaC1 
I 

NH2 

Cet auteur avait  not6 le rendement 61ev~ avec lequel se forment certains de ces 
ald6hydes. 

POLONOWSKI 2, utilisant l 'ammoniac form~ au cours de cette r~action, a 6labor6 
un dosage global des acides amin6s. Nous nous sommes attach6s au contraire, ~ essayer 
de doser sp6cifiquement certains acides amin6s ~t l'aide de l 'ald6hyde auquel ils donnent 
naissanee. 

Afin de pouvoir recueillir quanti tat ivement les aldfhydes lib6r6s, il importe de les 
enlever du milieu r~actionnel au fur et ~ mesure de leur formation, soit par un courant 
d'air, soit par un courant de vapeur d'eau. Parmi les acides amin6s naturels, seuls 
donnent des ald6hydes entralnables dans les conditions que nous utilisons: 

le glycocolle : formald6hyde, 
l'alanine : ac6tald6hyde, 
la valine: isobutyrald6hyde, 
les leucines: isovalfirald6hyde et mfthyl-6thyl-ac6tald~hyde, 
la phfinyl-alanine: ph6nyl-ae~tald6hyde, 
la m6thionine: un produit d 'oxydation au soufre du m6thyl-thio-propionald6hyde, 
et l'acide aspartique: semi-ald6hyde malonique, d6compos~ avec formation d'ac~tal- 

d6hyde. 

Nous avons reconnu que des r6sultats quantitatifs ne pouvaient ~tre obtenus que 
dans le cas de l'alanine, de la valine et des leucines. Ce sont donc les possibilit~s de dosage 
de ces trois amino-acides au moyen de leur r6action avec l'hypochlorite, qui ont form6 
le sujet de notre travail. 
Bibliographie p. 206. 
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I. DOSAGE DE L'ALANINE, DE LA VALINE ET DE LA LEUCINE, EN SOLUTION PURE 

Notre technique comporte deux phases: 

a. Trans/ormation de l'acide amin~ en acide chloramin~ 

La solution ~ doser est additionn6e d'un 16ger exc~s d'une solution d'hypochlorite 
(de concentration voisine de la normalit6), aux environs de o °, pendant IO minutes. 
n s e  produit alors la r6action suivante: 

R-CH-COOH + NaOC1 - - ~  R-CH-COONa + H,O 

I I 
NH2 NH-C1 

L'exc~s d'hypochlorite est ensuite 61imin6 en majeure partie par addition d'une 
solution d'ur6e ~ 2c, %, en maintenant le contact pendant IO minutes au bain de glace. 

b. Trans[ormation de l'acide chloramin~ en aldehyde en Cn_ ~ 

Cette r6action est r6alis6e en faisant tomber goutte ~ goutte la solution glac6e de 
d6riv6 chloramin6 pr~c6dente dans une solution bouiUante de tampon de phosphate 
M/Io, de PH 8.5. La d6composition suivante se produit alors: 

R-CH-COONa + H~O , R-CHO + NH 3 + COs + NaC1 

I 
NH-C1 

L'ald6hyde form6 est entrain6 au fur et ~ mesure de sa lib6ration, soft par un 
courant d'air (en op6rant dans l'appareil de LIEB et ZACItERL 3, OU dalls l'appareil de 
Fuc~Is 4, soit par la vapeur d'eau, dans un petit appareil k distiller rod6, muni d 'un 
entonnoir ~ robinet (Fig. I). Par la suite, c'est cette derni~re solution que nous avons 
adopt6e, surtout dans le cas de m61anges complexes d'acides amin6s. Cette op6ration 
s'effectue en 15 minutes environ. L'ald6hyde 
est recueilli dans une solution de bisulfite de 
potassium et titr6 ~ l'iode de la mani~re 
habituelle 5. 

Cette m6thode 6 nous a donn6 d'excel- 
lents r6sultats en op6rant sur des quantit6s 
d'acides amin6s comprises entre 2 et 20 mini- 
grammes. Voici d'aiUeurs quelques exemples: 

Solution de 4-45 mg d'alanine dans 30 ml 
d'eau; chloramination par 0.8 ml d'hypo- 
chlorite N/3; puis I ml d'ur6e ~ 20 %. 

D6composition par 50 ml de tampon de 
phosphates bouillant. 

Consommation de 19.6 ml d'iode N/ioo, 
ce qui correspond k 4.36 mg d'alanine, soit Fig. I. 

98 % de la th6orie. Appareil pour la distillation de l'ald~hyde 

Solution de 17.8 mg d'alanine dans 30 ml d'eau: chloramination par 1.2 ml d'hy- 
pochlorite N/3, et I ml d'ur6e ~ 20 %. 
Biblio~raphie p. 206. 
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Consommation de 39 ml d'iode N/Ioo, ce qui correspond h 17.35 mg d'alanine, soit 
97.5 % de la th6orie. 

Solution de 4.68 mg de valine dans 30 ml d'eau: 
0.8 ml d'hypochlorite N/3; I ml d'ur6e. 
Consommation de 7.75 nfi d'iode N/Ioo, ce qui correspond ~ 4.54 mg de valine, 

soit 97 % de la th6orie. 
Solution de 5.24 mg de leucine dans 20 ml d'eau: 
0. 9 ml d'hypochlorite et I ml d'ur6e ~ 20 %. 
Consommation de 7.85 ml d'iode N/Ioo, soit 5.135 mg de leucine, correspondant 

98 % de la th6orie. 
Solution de 5.24 mg d'isoleucine dans 30 ml d'eau: 
0. 9 ml d'hypochlorite et I ml d'ur6e. 
Consommation de 7.8 ml d'iode N/Ioo, correspondant h 5.11 mg d'isoleucine, soit 

97.5 % de la th6orie. 

II. DOSAGE DE L'ALANINE DANS UN MI~LANGE QUELCONQUE D'ACIDES AMINI~S 

Dans le caN d'un m61ange d'alanine, valine, leucines et autres acides amin6s 
ald6hydes entrainables, le traitement pr6c6dent conduit donc ~ un m61ange d'ald6hydes, 
dont on ne peut doser que la somme par l'iode. MaiN grace h des m6thodes de dosage 
colorim6trique sp6cifique de l'ac6tald6hyde, on peut doser ce dernier seul dans le m61ange 
(dosage colorim6trique de FROMAGEOT et HEITZ 7 k la pip6razine et au nitroprussiate 
de sodium; dosage de F~EGRIWE s au p-hydroxydiph6nyle). 

Lorsque l'on veut appliquer cette m6thode ~ un m61ange quelconque d'acides ami- 
n6s (hydrolysat protdique, par exemple), des pr6cautions doivent 6tre prises pour ~viter 
que l'acide aspartique pr6sent ne lib~re de l'acetald6hyde, qui viendrait s'ajouter 
celui provenant de l'alanine. Le probl~me peut ~tre pratiquement r6solu 9, soit par 
addition d'iodomercurate de potassium au tampon de phosphates, soit plus rigoureuse- 
ment en soumettant la solution ~ doser h une adsorption prSliminaire sur alumine 
"acide" pr6par~e selon WIELAND 10, qui fixe quantitativement les acides amin6s'dicar- 
boxyliques. 

Noun avons appliqu6 cette technique ~ deux hydrolysats prot6iques: 
Cas~ine (cas6ine d6graiss6e Hoffmann-La Roche): alanine: 3.0 %. 
Edestine (Hoffmann-La Roche) : alanine: 5.25 %. 
Ces r6sultats concordent avec les r6centes donn~es analytiques trouv6es dans la 

litt6rature (II  et 12). 

III .  DOSAGE SPt~CIFIQUE DE LA VALINE ET DES LEUCINES, DANS UN MI~LANGE DE CES 

DEUX ACIDES 

Une grande difficult6 s'est pr6sent6e pour doser sp6cifiquement isobutyrald6hyde 
et aldehydes val6riques, l 'un en pr6sence des autres. NouN avons dfi recourir ~ une 
m6thode de s6paration physique, inspir6e d'une technique miNe au point par MARTIN 
et SYNGE TM pour s6parer microquantitativement ac6tald6hyde et propionald~hyde. 

Les aldehydes entrain6s par un courant d'air sont regus dans des absorbeurs garnis 
de t6trachlorure de carbone, refroidis par un m61ange glace-sel. Le t6trachlorure de car- 
bone a un point d'6bullition de 7 6°, interm6diaire entre celui de l'isobutyrald6hyde 
Bibliographie p. 206. 
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(63 °) et celui de l'isoval6rald6hyde (92°); (et du mfthyl-fthyl-ac6tald6hyde (IO3 °) 
correspondant k l'isoleucine). Par suite, lorsque la solution t6trachloroformique d'ald6- 
hyde est mise k refluer dans une puissante colonne k frac- 
tionner de 1.5o mhtre de hauteur, 6quip6e ~ sa partie 
sup6rieure d'un r6frig6rant (Fig. 2), l 'isobutyrald6hyde \ ~  
se coneentre darts la r6gion sup6rieure de la colonne, tandis ~ ! 

moyenqUe 1 isov,aldrald6hyde, d un reste dans la zone inffrieure. Au--Jai~] 
courant d air de vitesse convenablement--~ i 

r6gl6e, 1 isobu!yrald6hyde est entraln6 dans des absorbeurs | 
bisulfite. L op4ration demande environ I heure 3o. On | 

peut ainsi, doser ]'isobutyrald6hyde prfsent dans un L =--Eo, 
m61ange d ald6hydes butyrique et val4riques. M a l h e u r - ~  
eusement, malgr6 plusieurs tentatives, nous n'avons pu 
doser l'ald4hyde wd6rique que par diff6rence, et comme 
les valeurs obtenue, s pour l'isobutyrald6hyde sont un peu 
fortes, (IOO ~ lO5 ~) ,  les valeurs trouv6es pour l'ald6hyde R~o,~og~ 

d'ot~nooux do vorr~ 
val6rique sont un peu faibles (lOO ~t 95 %). 

Cette technique, ainsi mise au point sur des m61anges 
d'ald6hydes, a 6t6 appliqufe h des m61anges de valine et 
de leucines. 

IV. DOSAGE DE LA VALINE ET DE LA LEUCINE, 

EN PRESENCE D'ALANINE 

Le principe du dosage reste le m6me, mais l'ac6tal- 
d4hyde fourni par l'alanine au cours du traitement par 
l'hypochlorite, est retrouvG apr6s le fractionnement dans Oho,~to~, 
le t4trachlorure de carbone, ~ c6t6 de l'isobutyrald6hyde. ~,o,~iq~ 
Par suite, il est n6cessaire de closer colorim6triquement Fig. 2. Appare i l  pour la s6para-  
l'ac6tald6hyde pr6sent, et de retrancher un volume d'iode tion de l ' i s obu ty r a ld6hyde  e t  

l ' i sova l6ra ld6hyde  
correspondant du volume obtenu par titration de la solu- 
tion bisulfitique, (provenant du fractionnement), pour d6terminer la teneur en isobuty- 
rald6hyde, et par suite en valine. 

Quant ~t la leucine, elle est d6termin6e au cours d'une autre op6ration, en recueillant 
directement dans du bisulfite les ald4hydes entrain6s par un courant d'air et en dosant 
par l'iode la somme "ac6tald6hyde + isobutyrald6hyde + ald6hydes val6riques". La 
somme des deux pIemiers ald6hydes ayant 6t6 d6termin6e comme il a 6t6 dit, on en d6duit 
par diff6rence la teneur en ald6hydes val6riques, doric en leucine. 

flIPs de v@rre 

Btsulhte 

Exemple 

Solution renfermant 3.56 mg d'alanine, 4.68 mg de valine et lO.44 mg de leucine 
dans 20 ml. 

a. Dosage de la valine 

L a  solution est ehloramin6e par I ml d'hypochlorite N/3, puis I ml d'ur6e ~ 20 %. 
La d6composition est effectu6e en recueillant les ald6hydes darts du t6trachlorure de 
Bibliographie p. 206. 
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carbone (appareil de Fuchs). La solution de CC14 est fractionn6e comme il a 6t6 dit, 
pendant I heure 30. Les ald6hydes volatiles sont capt6s dans du bisulfite. 

Titrage ~ l'iode: consommation de 14.8 ml lode N/Ioo. 
Dosage colorim6trique de l'ae6tald6hyde: trouv6 1.45 mg d'ac6tald6hyde, ce qui 

correspond ~ une consommation de 6.5 ml d'iode N/Ioo. 
D'ofl, butyrald6hyde: 1 4 . 8 - -  6.5 ---- 8.3 ml iode, ce qui correspond k 4.68 mg de 

valine, soit lO 4 % de la quantit6 utilis6e. 

b. Dosage de la leucine 

Sur une seconde prise de solution, de composition identique, un traitement similaire 
par l'hypochlorite est effectu6, mais les ald6hydes entrain6s (ac6tald6hyde + butyral- 
d6hyde + val6rald6hyde), sont requs directement dans du bisulfite. 

Cette solution est titr6e ~ l'iode: consommation de 31.3 ml d'iode N/Ioo. 
Dosage colorim6trique de l'ae6tald6hyde: trouv6 1.775 mg d'ac6tald6hyde, ce qni 

correspond k 3.58 mg d'alanine (soit IOO.8 %); il lui est donc attribuable une consom- 
mation de 8.06 ml iode N/IOO. 

Compte tenu de la consommation d'iode trouv6e pr6c6demment pour le butyr- 
ald6hyde (8.3 ml), il est donc attribuable au val6rald6hyde: 3 1 . 3 - - ( 8 . 3  + 8.06)---- 
14.9 ml iode N/Ioo; ce qui correspond k 9.71 mg de leucine, soit 93.2 %. 

Ces deux op6rations peuvent 4tre effectu6es simultan6ment et demandent environ 
4 heures. 

Voici quelques r6sultats obtenus: 

Quantit6s utilis6es en mg 

Alanine Valine Leucine 

Omg I3 . I  
3.56 lO.44 
3.56 o 
8.9 13.1 
3.56 5.22 
3.56 lO.44 
3.56 5.22 
3.56 lO.44 
7.12 5.22 

11. 7 
o 

7.02 
11.7 
4.68 
4.68 
9.36 
7.02 
4.68 

Alanine  

o 

3.73 
3.53 
9.4 
3.48 
3.58 
3.57 
3.38 
6.97 

Erreur 

Quantit6s dos6es en mg 

Valine Erreur ~ u c i ~ e ~  Erreur 

12.1 + 3.9 % 12.o 5 - -  8 % 
1.o 5 - -  8.87 - -  15 % 
6.48 - -  7.6 % o.51 - -  

11.99 + 2.5 % 11.26 - -  14 % 
4.61 - -  1.5 % 4.94 - -  1.5 % 
4 .86 q- 4 % 9.71 8 % 
9.18 - -  1.9 % 5 .06 - -  3 ,7//o 

O/ 1 0 . 2  3 o /  7'3 ° + 4 /o - -  2 ;o 
4.27 - -  9 o/ ~o 5.57 + 6.7 % 

m 

o /  
+ 5 /o 
- -  0.6 % 
+ 6  % 
- - 2  °4 
+ 0 . 8 %  
+ 0.5 % 
- -4 .5  % 

o /  
- -  2 / O  

V. DOSAGE DE LA VALINE DANS DES M]~LANGES COMPLEXES D'ACIDES AMINES 

(HYDROLYSATS PROTI~IQUES) 

En appliquant la technique sous la forme qui vient d'etre expos6e (les ald6hydes 
6tant entrain6s par un courant d'air), ~t un hydrolysat de prot6ine, nous avons obtenu 
des valeurs trop faibles pour la valine et pour la leucine. Pour r6aliser dans un milieu 
aussi complexe l'entrainement quantitatif des ald6hydes, nous avons dfi recourir 
l'entralnement par la vapeur d'eau (en se servant de l'appareil de la Fig. 1). 

Dans ces conditions, les ald6hydes lib6r6s par le glycocolle, la ph~nylalanine, et la 
m6thionine sont aussi entraln6s et emp4chent le dosage par diff6rence de la leucine. 
C'est pourquoi le dosage de ce demier amino-acide sera 6tudi6 k part. 

Pour doser la valine, nous effectuons donc la d6eomposition des d6riv6s chloramin6s 
B i b l i o g r a p h i c  p .  206 .  
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dans 60 ml de tampon de phosphates M/Io (PH 8.5) en utilisant l'appareil de la Fig. I. 
L'extr4mit6 du r6frig6rant plonge dans IO ml d'eau glac6e (refroidie par un bain de 
glace) et contenus dans le ballon rod4 de l'appareil de FUCHS. L'introduction de la 
solution et la distillation sont effectu6es en 15 ~ 20 minutes. Le ballon r6cepteur est 
alors rapidement mont6 sur l'appareil de FUCHS, dont les absorbeurs sont remplis de 
CCla refroidi par un m61ange glace-sel. La solution est port6e ~ 6bullition, en maintenant 

travers tout l'appareil un courant d'air de vitesse convenable (500 ml/minute environ). 
Cette op6ration dure 15 minutes (k partir de l'6bullition). La solution de t6trachlorure 
de carbone obtenue est ensuite fractionn6e comme il a 6t6 indiqu6, dans l'appareil de la 
Fig. 2 pendant I heure 30. 

Le m61ange d'isobutyrald6hyde et d'ac6tald6hyde* est titr6 ~ l'iode. Puis, l'ac6tal- 
d6hyde pr6sent est dos6 colorim6triquement suivant FROMAGEOT et HEITZ ~. On en 
d4duit par diff6rence la quantit6 d'isobutyrald4hyde, et par suite de valine. 

Cette m6thode a 6t6 appliqu6e ~t deux prot6ines: 

Casfine (cas6ine d6graiss6e Hoffmann-La Roche: valine) : 6.1%. 

Les valeurs trouv6es dans la litt6rature sont 6. 7 et 6.25 % par voie microbiologique ~, 
et 6.02 % par chromatographie de partage ~. 

Edestine (6destine Hoffmann-La Roche): valine: 5.26 %. 

Par voie microbiologique, il a 6t6 trouv6 5.1%, et par chromatographie 4.75 %~2' ~. 

VI. DOSAGE DE LA LEUCINE DANS UN MI~LANGE C'OMPLEXE D'ACIDES AMINI~S 

Nous rappelons d'abord que dans tout ce travail, nous d6signons par leucine l'en- 
semble "leucine + isoleucine!' (et m6me 6ventuellement norleucine), qui ne peut ~tre 
dos6 qu'en bloc par cette m6thode. 

La teneur en ald6hyde val6rique correspondant ~ la leucine, est d6termin6e au 
moyen de la diff6rence du volume d'iode utilis6 lots du titrage de la somme des ald6hydes 
pr6sents (ac6tald6hyde, isobutyrald6hyde, et ald6hydes val6riques), et du volume d'iode 
calcul6 correspondant k l'ensemble ac6tald6hyde + isobutyrald6hyde. Cette m6thode 
n'est donc plus directement employable lorsque, ~ c6t6 des ald6hydes 6num6r6s se 
trouvent du formald6hyde (glycocolle), du ph6nyl-ac6tald6hyde (ph6nylalanine), et un 
ald6hyde d6riv6 du m6thyl-thio-propionald6hyde (m6thionine). 

Or, le formald6hyde peut ~tre retenu dans le ballon ~ distillation par addition 
d'asparagine au tampon de phosphates selon les indications de PEYNAUD 18. 

Pour ~liminer le ph6nyl-ac6tald6hyde et l'ald6hyde lib6r6 par la m6thionine, nous 
avons dfi recourir k la chromatographie de la solution ~ doser, sur une colonne de sulfure 
d'argent activ6 selon HAMOIR 1~. L'inconv6nient de ce proc6d6 r6side dans la faible 
capacit6 d'adsorption du sulfure d'argent, de sorte que pour m6nager cette derni~re, 
nous commen~ons par 61iminer les acides amin6s dicarboxyliques par passage sur alumine 
"acide ''1°. Pour plus de d6tails, nous renvoyons k un m6moire publi6 k ce sujet is. 

* I1 e s t  ~ r e m a r q u e r  que  le fo rma ld6hyde  p r o d u i t  pa r  le glycocolle ne  g6ne pas,  n ' 6 t a n t  pas  en-  
t ra in6  pa r  u n  c o u r a n t  d 'a i r .  Ceci forme d 'a i l leurs  le pr incipe  de la s6pa ra t ion  de l ' ac~ta ld6hyde e t  
du  fo rmald6hyde  util is6e pa r  SHINN ET N'ICOLET 14, dans  le dosage de la s6rine e t  de la th r6onine .  

Bibliographie p. 2o6. 
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Exemlble 
Soient deux solutions renfermant chacune, dans 20 ml d'eau: 

3.0 mg de glycocolle 5.32 mg d'acide aspartique 
3.56 mg d'alanine 3.3 mg de ph6nyl-alanine 
4.68 mg de valine 5.96 mg de m6thionine 
5.24 mg de leucine 

a. Sur une solution est effectu~ un dosage de valine comme il vient d'6tre indiqu6. 
Ce dosage attribue k l ' isobutyrald6hyde une consommation d'iode de 8. 4 ml (N/Ioo). 

b. La seconde solution, neutre, est pass6e sur une colonne de 5 g d 'alumine acide. 
Le filtrat et les eaux de lavage sont concentr6s sous vide; le p~ est amen6 k 6.5-6.8 
(commencement de virage au violet du pourpre de bromo-cr6sol) et la solution est pass~e 
sur une colonne de sulfure d 'argent activ6* (pr6par6 k partir  de 50 g de nitrate d'argent).  

Le filtrat et les eaux de lavage sont alors trait6s par l 'hypochlorite, comme il vient 
d'6tre dit, et le distillat regu dans du bisulfite. Un titrage k l'iode donne une consomma- 
tion de 23.7 ml d'iode N/Ioo. Par  dosage colorim6trique, il est calcul6 pour l 'ac6tald6hyde 
pr6sente, une consommation de 8.16 ml d'iode N/Ioo. 

Par  suite, l'iode attribuable k l'ald6hyde val6rique, et donc k la leucine, s'61~ve k: 

23.7 - -  (8.16 + 8.4) --~ 7.14 ml iode N/Ioo, 

ce qui correspond k 4.67 mg de leucine, soit 9 ° % de la quantit6 pr6sente (chiffres moyens). 
Cette m~thode, que nous n 'avons pas appliqu~e ~ un hydrolysat prot6ique, implique 

donc une erreur moyenne de IO % par d6faut. 

CONCLUSIONS 

La technique que nous exposons dans le pr6sent travail  permet donc de d6terminer 
la teneur de prot~ines en alanine et en valine avec une erreur moyenne de 5 %, en op6rant 
pour chaque essai sur 50 mg environ de prot6ine (dans le cas de teneur moyenne en ces 
deux acides amin6s). L'emploi de cette technique est plus laborieux et moins pr6cis en 
ce qui concerne la leucine, que l 'on ne peut doser que sous la forme leucine + isoleucine. 
En outre, darts le c a s que  nous n 'avons pas 6tudi6, de prot6ines tr~s riches en leucine, 
(k6ratine, z6 ine . . . ) ,  il est vraisemblable que le dosage de la valine doit ~tre pr~c6d6 
de l'61imination de la majeure pattie de la leucine, comme ceci a 6t6 trouv6 6tre indispen- 
sable par ROCHE et MOURGUE 19, a u  cours de dosages de valine et leucine par la m6thode 
de FROMAGEOT et HEITZ 2°. La leucine est alors s6par6e de la valine, grace ~ l'insolubilit6 
de son sel de cuivre (m6thode de BRAZIER21). 

Dans le cas de l'alanine, le dosage par l 'hypochlorite fournit des r6sultats compara- 
bles k ceux donn~s par la m6thode classique de d6samination et oxydation permanga- 
nique 7, tout en apportant  une simplification du mode op6ratoire. La m6thode de dosage 
par la ninhydrine 22 conduit k des r6sultats semblables, plus simplement et avec plus de 
s6curit~ (par suite de l 'action plus douce et plus sp~cifique de la ninhydrine), mais 
pr6sente l'inconv6nient grave de la raret6 et du prix 61ev6 de ce r6actif. 

En ce qui concerne la valine et la leucine, le dosage par vole chimique se limite 

* Afin d ' avo i r  une  capaci t6  d ' ad so rp t i on  m a x i m a  du  sul fure  d ' a rgen t ,  nous  pr6f6rons le change r  
chaque  op6rat ion.  I1 p e u t  6tre r6cup6r6 pa r  t r a n s f o r m a t i o n  en  n i t r a t e ;  pa r  ac t ion  d 'ac ide  n i t r ique  

boui l lant  au  1/3, avec  u n  r e n d e m e n t  d ' e n v i r o n  8o %. 

Bibliographie p. 2o6. 
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la m6thode  de FROMAGEOT et HEITZ 2°, modifi~e pa r  BLOCK 23. Dans  le cas de la valine,  
le dosage par  l ' hypochlor i t e  semble pr6senter  un mode op6ratoire  plus simple.  Cependant ,  
il  est  ~ rioter que le dosage de la val ine darts des m61anges d 'ac ides  amin6s renfe rmant  de 
l ' a lanine ,  n6cessite la pr6sence d 'une  quant i t6  min ima  d 'a lan ine  de 2 ~ 3 rag, car  le 
dosage color im6tr ique d 'ac~ta ld6hyde  qui  doi t  avoir  lieu, n6cessite l ' emploi  de la m~thode 
de FROMAGEOT et HEITZ 7, en raison de la sa tu ra t ion  de la solut ion pa r  le CCI 4 utilis6 
pour  le f rac t ionnelnent  (et 6carte la possibil i t6 d ' emplo i  du p -hydroxydiph~nyle ,  beau-  
coup plus sensible). Dans  le cas de prot6ines,  il en r6sulte donc l 'ob l iga t ion  d 'ef fec tuer  
le dosage de la val ine pa r  l 'hypoc[alorite,  sur une quant i t6  d ' h y d r o l y s a t  co r respondan t  
au  moins  ~ une c inquanta ine  de mi l l igrammes de prot6ines.  

L a  val ine et  la leucine peuven t  aussi 8tre dos6es pa r  la n inhydr ine  22, mais  dans  le 
cas d ' un  m61ange de ces deux acides amines, on ne peut  ob ten i r  que la va leur  de leur  
somme. La  technique de f rac t ionnement  des a ld6hydes  que nous avons  indiqu6e pour ra i t  
aussi 6tre employee dans  ce cas, avec la res t r ic t ion que nous venons de ment ionner .  

Depuis  quelques ann6es, les m6thodes  de dosage pa r  voie chimique de ces amino-  
acides, ont  ~t6 d6pass6es pa r  des m6thodes  beaucoup plus sensibles et  plus pr6cises:  
les m6thodes  microbiologiques (revue d 'ensemble :  24). Mais, en raison mSme de leur 
na tu re  et  de l ' approv i s ionnement  en souches de micro-organismes convenables ,  de teUes 
m6thodes  ne sont  pas  employables  dans  t o u s l e s  laboratoi res .  E n  outre,  elles font  in ter -  
venir  la  configurat ion st~rique de l ' ac ide  amin~, ce qui  peu t  ~tre avan tageux ,  mais  ce 
qui  occasionne aussi  des diffieult6s suppl6mentaires ,  n o t a m m e n t  en ce qui  concerne les 

r isques de rac~misat ion.  
L a  m6thode  de chromatograph ie  de par tage ,  raise au poin t  pa r  MARTIN e t  SYNGE 12 

pe rme t  aussi  de doser l 'a lanine,  la  val ine et  l ' ensemble  leucine-isoleucine, sur  quelques 
mi l l igrammes d 'ac ides  amin~es, avec une erreur  de moins  de 5 %*~. Mais la technique  
en est  assez d61icate et  demande  un cer ta in  apprent issage.  

Aussi  pensons nous que la m6thode  de dosage pa r  l ' hypoch lor i t e  de l 'a lanine,  de la 
val ine  et  m~me de la leucine, expos6e ci-dessus, est  suscept ible  de pouvoi r  rendre  
quelques  services. 

Rt~SUMt~ 

Le dosage de l'a[anine, de la valine et de la leucine peut se faire par transformation de chacun 
des acides amin6s en les ald6hydes correspondants, sous Faction de l'hypochlorite de sodium.L'ald6hyde 
form6 est entrain6 par la vapeur d'eau ou par un courant d'air, et recueilli darts du bisulfite. Le dosage 
de l'alanine se ram~nc ainsi au dosage de l'ac6tald6hyde ; celui-ci est sp6cifique si l'on a eu soin d'61i- 
miner pr6alablement l'acide aspartique du milieu r6actionnel, et si on dose l'ald6hyde form6 soit 
par le nitroprussiate et la pip6razine, soit par le p-hydroxydiph6nyle. La s6paration des ald6hydes 
correspondant ~ la valiue et ~ la leucine se fait par entrainement et distillation[ fractionn6e, en pr6- 
sence de t6trachlorure de carbone, dans une colonne suffisamment puissante. Dans ces conditions, 
il est possible de doscr dans un m61ange d'acides amin6s quelconques, et s6par6ment, l'alanine, la 
valine et l'ensemble des leucines. La pr6cision des r6sultats obtenus est de l'ordre de 5 %. 

SUMMARY 

The estimation of alanine, valine and leucine can be carried out by transforming each of these 
amino acids into the corresponding aldehyde by the action of sodium hypochlorite. The aldehyde 
so formed is removed by steam or a stream of air and collected in bisulphite. The estimation of alanine 
is thus reduced to the estimation of acetaldehyde; and it is specific if care is taken to remove aspartic 
acid from the reaction mixture, and if the aldehyde is estimated either by nitroprusside and piperazine 
or by p-hydroxydiphenyl. The separation of the aldehydes corresponding to valine and leucine is 
carried out after removal by fractional distillation, in the presence of carbon tetrachloride, in a 
Bibliographie p. 2o6. 
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suff ic ient ly  powerful  column.  U n d e r  these  condi t ions  it  is possible to e s t i m a t e  in a u y  m i x t u r e  of 
a m i n o  acids, and  separa te ly ,  a lanine ,  wtl ine and  t he  leucine group.  The  accu racy  of the  resu l t s  is 

O/ of the  order  of  5 o .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Die B e s t i m m u n g  von Alanin,  Val in  und  Leuc in  k a n n  du rch  U m s e t z u n g  dieser Aminos~turen in die 
e n t s p r e c h e n d e n  Aldehyde  d u r c h  E i n w i r k u n g  von  N a t r i u m h y p o c h l o r i t  geschehen.  Das gebi ldete  
Aldehyd  wird  m i t  W a s s e r d a m p f  oder  L u f t s t r o m  mi tge f i ih r t  und  in Bisulfi t  aufgefangen .  Die Bes t im-  
m u n g  yon  Alan in  wird  also au f  eine A z e t a l d e h y d b e s t i m m u n g  reduzier t .  Diese ist  spezifisch, wenn  
mai l  dafiir  sorgt ,  dass  ers t  die Asparagins / iure  aus  d e m  Re~kt ionsmi l i eu  entf i : rn t  wird,  und  wenn  
m a n  das  gebi ldete  A ldehyd  en twede r  m i t  N i t r o p r u s s i a t  und  P iperaz in  oder  m i t  p - H y d r o x y d i p h e n y l  
b e s t i m m t .  Die T r e n n u n g  der  Aldehyde ,  die Val in und  Leuc in  en t sprechen ,  gesch ieh t  du rch  Mitfflh- 
r u n g  und  f rak t ion ie r t e  Dest i l Ia t ion bei Anwesenhe i t  yon  Te t rach lorkohlens tof f  und  in einer  gent igend 
k rgf t igen  Kolonne.  Un te r  d iesen  U m s t g n d e n  is t  es m6gl ich  in e inem Gemisch  von  i rgendwelehen  
A m i n o s g u r e n  und  g e t r e n n t  Alanin,  Val in und  das  Leucingeln{sch zu b e s t i m m e n .  Die Genau igke i t  

o/ der e rha l t enen  Resu l t a t e  is t  v o n d e r  G r 6 s s e n o r d n u n g  von  5 /o- 
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