
VOL. 2 (1948) BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 487 

S~PARATIONS CHROMATOGRAPHIQUES D'ACIDES AMINES 

ET DE P E P T I D E S  

IV. S~PARATION EN QUATRE GROUPES* 

par 

CL. F R O M A G E O ~  M. JUTISZ ~ E. L E D E R E R  

L a ~ r ~ m  ~ C~m~ ~ o ~ e  ~ ~ F a ~  ~s  S ~  P ~  ( F r ~  

Dans les premi~r~ communications de cette s6r~ t, 2, ~ ont 6t6 d~crffes diff6rentes 
s6parafions chromatographiques de pepfides synth~tiques; certaines de ces s~parations 
(adsorption sur alumine a~de de pepfides neutres dans le formol k lO% et de glycyl- 
pepfides dans M formol ~ 1%) sont nouvelles; Ms autres con~ffuent l'appfcafion ~ des 
pepfides fimples de m6thodes ayant servi d~k ~ la s6parat%n d'addes amin6s. C'est 
ainfi que nous avons montr6 que Ms peptides contenant au moins un a~de amin6 
aromatique sont adsorb6s sp6dfiquement sur une colonne de charbon, comme Ms a~des 
amin6s aromatiques libre~, ~, 6 et que Ms pepfides contenant un a~de amin6 dicar- 
boxyfque sont adsofl~6s sur alumine adde, comme Ms acides amin6s d~arboxyfques 
fbre~, ~ 

Dans M but d'6tudier la composffion d'hydrolysats partids de prot~ne~ nous avons 
cherch6 ~ mettre au point une m6thode de s6parat%n chromatographique des pepfide~ 
en peptides bafiques, peptides addes et peptides neutre~ cede m6thode devant 6tre 
rapide, Ample et quantitative, et applicabM ausfi b%n ~ la s~parafion des a6des amin6s 
fibres qu'~ cede des peptides. 

L ' i n ~  dMne t ~  m ~ h o d e  est ~u l ign6  par ~ s  obse rva t~ns  de T~STRAM~ d~pr~s ~ q u ~  "a 
fur ther  improvement  might  be effe~ed, ff the m ~ h o d  ~ s 'agA de Ia c h r o m ~ o g r a p h ~  de partage 
des a~des  a m ~  neu t re~  could be used in c o , u n c t i o n  with a procedure . . . wMch w o ~ d  ~ e ~  the 
m o n o a m ~ o a c ~ s  quanf i t~ t ive~  and r ~ a ~ v e ~  flee ~ o m  o t h ~  aminoa~ds 'L  par le ~avaH de SPER- 
BER 1° qui propose une ~ c h ~ q u e  comMnant  l%dsorpfion et lqonophor6se, et par la commu~ca f ion  
de T ~ E ~ u %  DRAKE ET HAGDAH# 1 concernant  la s6parafion par groupes des a c ~ e s  a m ~  fibres 
par adsorption. 

Un essai pr~liminaire" svaJt d~h montr6 que Falurnine acide ~st un bon adsorbant 
des pepfides a~des; H resta~ donc ~ choiir  un adsorbant convenabM des pepfides 
~t  des addes amin6~ ba~ques. En outre, on pouvait pr6vo~ que Fadsorpfion par M 
charbon pourrait permettre de s6parer les pepfides et ~s addes amines neutres en d6fiv6s 
cycliques, d'une part, et d~fiv6s aliphatiques, d'autre part. 

En ce qui concerne la s6paration en groupes des acides amin6s libres, rappelons que 
SCHRAMM ET PRIMO~GH ~ ont r6usfi les s6paratAns suivantes: adsorption des acides 
amin6s aromatiques sur charbon, des bases hexoniques sur gM de A5ce "Merck", des a~des 
amin6s dicarboxyfques sur alumine a~de, et, finaMment, des addes amines neutres en 
deux groupes grace ~ une adsorption s61ective sur alumine acide dans le formol ~ lO%. 

* Une parfie de ce t ravai l  a ~ l ~ e t  d ~ n e  c o m m u ~ c a f i o n  p r 6 1 i m i n ~  au XIe Congr~  
Internat ional  de C~ m ie  pure et app l i que ,  L o a d , s  1947. 
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C~s t  6galement  M gel de s i l~e que nous avons choM ~ i  pour  l ' adsorp t ion  des bases 
hexoniques.  Tenan t  e s sen t~ lDmen t  ~ me t t r e  en oeuvre un adsorban t  facile h pr6parer  
et  u tHgabM dans  tous les l abora to i r e~  nous nous sommes adress6s ~ un gel de since 
pi6par5  d ' a b o r d  salon GORDON, MARTIN ET SYNGEI~ puis soum~ ~ un t r a i t emen t  suppld- 
m e n t a k e  ~ l ' ac ide  chlorhydf ique.  I1 conv%nt de souhgner  ~ i  la diffdrence fondameuta le  
qui  e x g t e  ent re  l 'u t i l i saf ion  d 'un  tel  gel de NHce dans  M p r & e n t  t ravai l ,  et l ' u t i l i sa t ion  
qui  en a 6t~ fai te  pa r  Ms au teurs  anglais.  Ces dern%rs ont  employd ce gel comme suppor t  
de la phase  aqueuse dans  la chromatograph% de pa r t age  concernant  Ms acides a m i n &  
ac6tyl~s, suppor t  ne devan t  prdsenter ,  v i>h-vN de ceux-d ,  aucun p o u v o k  d ' adso rp t ion  ~. 
Dans  ~ present  t ravai l ,  au contra i re ,  ce gel est destin6 ~ Yadsorpt ion des acides aminSs 
ba ~ques  ou des pep t ides  con tenan t  ces acides aminSs basiques,  pour  MsqueN H n 'es t  
pas  quest ion d 'acOtylat ion.  En faR, nous cons ta tons  k i  que ce geP,  utilis5 dans  des 
condffions bien d6termin~eN est un adso rban t  tr~s convenable  de ces substances.  

Des adsorban~ autrcs que le gel de Nl~c ont d~h 5~ utilisSs pour la s6para~on des bases hexo- 
~ques: c%~ MnM que ~rlELANDI~ adsorbe l 'ar~ninc ct la lyMne sur "alumine basique'~ rams ne peut 
ainM fixer l%N~din% et que WIELAND 5galemcnt ~ adsorbe les t r~s  bases hexoniques sur la "Wo~- 
tKe C", comme Ie ~n t  plus tard TISEMUS, DRAKE ET HAGDAH~ ces d ~ e r s  autenrs uNHsant en 
outre la "Wofatite K S" pour adsorber Ks autres acides a m ~ .  Enfin, ~ERGDOLL ET DOTY TM ont 
mon~6 r6cemment que le "Lloyd~ reagent" (terre ~ ~uMn) est un bon adsorbant sp&cifique des 
bases hexo~ques, et permet m6me icur ~u~on diff~ren~eHc. 

S ' a p p u y a n t  sur  les consid6rat ions  prSc~dentes, le present  t r ava i l  compor te :  
En  premier  Heu, une m ~ e  au poin t  de la s6para t ion  quan tKa t ive  des acides an~n~s 

et de pep t ides  en les qua t re  groupes  su ivan ts :  

I. D6~v~s basiques,  adsorb6s sur gel de silice; 
I I .  D~riv~s acides, adsorb6s sur a lumine  " a d d e " ;  

I I I .  DdNvds neutres  a romat iques  adsorbds sur charbon;  
IV. D6fiv~s neut res  non a romat iques  res tan t  dans  le f i l t ra t  final. 

En  second Heu, une app l ica t ion  des techniques  a in~  mNes au poin t  ~ P~tude des 
acides amin6s p rovenan t  de Fhydro lyse  to ta le  de Finsulin~ cet te  app l ica t ion  cons tKuan t  
une v ~ f i c a t i o n  indispensable  de la vahdi t6  de l ' ensemble  des m6thodes  en quest ion.  

P A R T I E  E X P ~ R I M E N T A L E  

I. S~PARA~ON EN GROUPES DES ACIDES AMINES ET PEPTIDES 

A. Adsorp~on d'acides amin& basiques ~ de peptides basiques sur gd de sdice 

Preparation de Y adsorbant 

Le gel de silice pr6par~ d 'apr~s  GORDON, MARTIN ET SYNGE ~ c o n t e n t  des quant i t~s  
d ' azo t e  non n~gligeabMs ~ n v i r o n  IOO #g/g) .  L '~ l imina t ion  de la ma jeure  p a r t ~  des 
impure t~s  azot6es se faff de la fagon su ivan te :  IOO g du gel de dfice en quest ion sont  
t ra i t6s  p e n d a n t  50 heures environ pa r  500 ml d 'ac ide  ac6tique ~ 20%;  on les recueille 
ensnffe sur  b i i chneg  p u g  on Ms remet  en suspen~on  dans  de l ' eau  boui~ante ,  et  on 
lave par  d~canta t ions  et m~es  en suspen~on succesdves  j u squ 'g  ce que le ~quide  
su rnagean t  soft ~ p~ 6. Au cours de ce lavage,  on 61imine Ms pa r t~uMs  de ~fice r e s t an t  

* Le chauffage de ce gel ~ 25 o°, d'apr~s HARRIS ET W~K 1~ diminue tou~I~s Mg~rement ses 
prop~6e6s adsorbantes. ~ous n%vons pas essay6 le gel de silice pr6par6 d'apr~s ISHERWOO~ ~. 
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en suspen~on apr~s un repos d'une minute;  si cette ~fiminaton n 'avaff  pas fieu, Ms 
co~nnes de sil~e seraient insuffisamment perm6abMs. Apr~s ce lavage, le gM de silice 
est s6ch6 ~ F6tuve ~ IiO ° pendant six heures. Le g ~  ~nsi  obtenu est un bon adsorbant, 
m a ~  il contient souvent encore un peu d'azote (env~on 20 ~g/g). Le trai tement de ce 
gM, en colonne, par F~dde ch~rhydrique dilu6, tM qu'H e ~  indiqu6 c~dessous, permet 
de se d6barrasser de toute trace d'azote. 

AdsorpEon des bases hexoniques et des pepEdes basiqu~ 

On prepare une oflonne du gel de sil~e pr~c6dent; cette colonne dolt correspondre 
k 35 g de sil~e avec un diam~tre de 25 mm ~rsque la solut~n des addes amin6s contient 
du chlorure ~e lithium, et ~ 6 g de silice avec un diam~tre de 18 m m  ~rsque la solution 
des a~des amin6s ne confient aucun sM (vo~ p. 493)- CeRe colonne est tout d 'abord 
lav6e soit par 200 ml &adde  chlorhydrique o.I N, puis par 200 ml d'eau (cas d'une 
colonne de 35 g), soft par 50 ml d ' a~de  ch~rhydfique o.I N, puis par IOO ml d'eau 
~as  &une colonne de 6 g) ; de route fa~on, M pn des derni~res gouttes de l 'eau de lavage 
doit 6tre compfis entre 5.5 et 6.0. On verse ensuite sur la co~nne 20 ml d'une solution 
neutral~6e (pn 7) contenant env~on 20 mg des bases hexoniques ou de peptides ba~-  
ques. Si Ms a~des anfin6s ou Ms pep tdes  en question, provenant  de l 'hydrolysat  de 
prot6ine, exigent  sous forme de chlorhydrates, F~us tement  de Mur solution ~ pn 7 
dolt ~tre fair par £ h y ~ o x y d e  de 5thium et non pas par la soude, (volt p. 493). On lave 
ensuite la colonne par 250 ml d'eau, ce qui fMt passer quantffat ivement Ms substances 
a~des et neutres dans le filtrat, L ' ~ u t o n  des bases adsorb6es se fair quantffat ivement 
par lavage de la colonne avec 200 ml d ' a~de  chlorhydrique o.I N. Le dosage de Fhi~idine 
et de Farginine peut se fa~e d~ectement  d ~  la ~queur d '~lut~n. 

Nous avons trait,~ comme fl vient d 'etre dit tout  une s6fie de solut~ns, contenant 
Ms unes uniquement des bases hexoniques ou des peptides ba~ques, Ms autres des 
m~anges  de bases hexoniques et d 'a~des  amin6s dicarboxyliques, Ms autres enfin des 
m~anges  d 'addes  amm6s neutres et acides. Parmi ces derni~res solutions, Fune ~ssai 5) 
renferme les a~des ~nin6s neutres et a~des correspondant k la p a r t e  neutre et adde  
d 'un hydrolysat  synth6tique de IOO mg &insuline, d'apr~s T~ISTRAIL ~ savo~, en rag: 
glycoco~e 4.3; alanine 4.6; s6fine 5.2; cystine 12.5; thr6onine 2.1; va5ne 7.5; Mucine 
lO.9; ~oleucine 4.8; proline 2.6; ph6nylalanine 8.1; tyro~ne 13.1; adde  asparfique 5.7; 
a~de  glutamique 18.6. Les r6su~ats obtenus sont donn6s dans M Tableau I. 

Les chiffres du TabMau I montrent  que: I. les trois bases hexoniques, adsorb6es 
s~ectivement,  sont quanti tat ivement r6cup6r~es dans F~uat ;  2. Ms a~des amin6s 
addes ou neutres traversent  la colonne sans aucune r6tenton.  

B. Adsorption d'acides amines dicarboxyEques et de peptides acides sur alumine acide 

Pr~paraEon de Vadsorbant 

Nous avons constat6 que £alumine pr~par6e d'apr~s WIELAND 7 con ten t  encore 
un peu d'azote dont la plus grande patt ie est entraln6e ul t6r~urement ~u cours de 
F~luton par £acide chlorhydrique 2 N ~ chaud. Pour obtenir de £alumine exempte 
d'azote, nous avons modifi~ la m6thode de WIELA~D de la fa~on suivante: 250 g d'alu- 

,mine "P ro l ab~ '  sont trait~s par 125o ml d'acide chlorhydfique 2 N, ~ F6bullition, pen- 
dant 20 minutes, en agitant. On verse ensuffe dans une colonne de 7 cm de diam~tre 
int6fieur, puis on traite par  125o ml d'acide chlorhydfique 2 N boui~ant. On transvase 
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T A B L E A U  I 

A D S O R P T I O N  S U R  ( 3 E L  D E  S I L I C E  

L a  r d c u p 6 r a ~ o n  d e s  ~ b s ~ n ~ s  c s t  e x p N m @  e n  a z o t c  p o u r  ~oo d e  l ~ z o ~  d e  l a  s u b s t a n c e  i ~ a ~  

u 

P a r t i e  a d d e  + n e u t r e  d ' u n  
h y d r o l y s a t  s y n t h 6 t i q u e  d e  
i o o  m g  d q n s u l i n e  . . . .  

- -  

A. S M u f i o n s  n e  c o n t e n a n t  q u e  d e s  a c i d e s  a m m 6 s  a p p a r t c n a n t  ~ Ul~ m d m e  g r o u p e  

o A r # ~ n e  12.8 m g  . . . . .  
o L y M n e ,  2 HC1 6.o  5 m g  . . 
o H ~ t d ~ e ,  t t G  I9  m g  . . . 

I 
99  

~.8" 

97 
99  

I 0 2  

97 

0 .8  
98  6 C a r n o N n e  . . . . . . . .  

B .  S o l u t i o n  c o n t e n a n t  d e s  a d d e s  a m ~  a p p a r t e n a n t  g d e s  ~ o u ~ s  d ~ e ~ s  

7 Ac .  ~ a m i ~ e  20  m g  - • 97 A r ~ n e  i o  m g  . . . . . .  98  
H N f i ~ n e  H ~ ,  i o  m g  . . . 

• Dfi  ~ d e s  i m p u r e ~ s  n o n  b a N q u e s  
• * C o r r e s p o n d a n t  A ~ p a r t e  b a s q u e  d e  i o o  m g  d ' ~ s u ~ n e  

ensure  dans un eflenmeyer, pNs on lave 4 ~ 5 foN, avec I Htre d 'eau chaque Ms, par 
d6cantations et m~es en suspengons succesMve~ en ~ n a ~  chaque fo~ Ms p a ~ u M s  
~ M u ~ n e  ~ ~ u s  fines. On s~che enfin k l '6tuve h I i o  ° ~ n d a m  une NzMne d'heures. 

A~orpgon des acides amin~ d i c a r ~ ~  et des ~ & s  acides 

On pr6pare une colonne de 5 g d 'Mum~e acNe (io mm de ~ a m ~ r ~ ;  on ~ h v e  
so~neusement h l 'eau N ~  ~ v i r o n  ~ o  ~ jusqu'~ ce que le pu du HqNde de N v ~ e  
soit compfis entre 4.8 et 5.o. Une colonne ~ u s  aNde, ret~ndrMt en pa r t~  les andes  
am~fis neutre~ comme Font mon~6 J u ~ s z  ET LEDERER~ Grfice ~ un t ~  ~ v a g ~  on ob- 
t~nt .des  ~ s M t ~ s  ~gaMment s~NfMsanN avec des Muta t e s  de ~ f f ~ e ~ e s  provenances: 
"PrMabo",  P ~  "Merc~ ' ,  D a r m ~ a ~ ,  " A ~ m ~ m  Ore Co", East  St. LouN, IH. U.S.A. 

On verse sur la cNonne MnN p ~ p a ~ e  de IO ~ 20 ml d'une sMutCh satur~e d 'hydro- 
g~ne sM~r6 et n e U r O n e  (PH 7)  contenant en~ron  20 mg des acides a m ~ s  ~carbo-  
x ~ e s  ou de pepfides a~des. On lave ensM~ avec 25 ml d 'eau satur~e d'hydrog~ne 
suHur6 pour faire passer les acides a m ~  neu~es et les pepfides neutres dans le fiRrat. 
~ 6 ~ t ~ n  des andes am~6s  ~ c a ~ o x ~ e s  s%ffectue par 30 ml d'aNde ch~rhyd~que  
2 N ~ la t e m p ~ u r e  de 85 ° ; ceHe des ~ e s  ac~es  est g~n~aMment q u a n t R ~ e  d ~  
avec 30 ml ~aNde  cMo~ydfique N ~ la ~ m p ~ u r e  or~nMre. 

La c y c l e  se compor~  ~i  de fa~on ~ ~ e :  seule en sMut~n, Mle est quantRa- 
t ~ e m e n t  adsorb~e par l 'Mum~e a~de comme un aNde amN6 ~ c a ~ o x ~  runs en 
m~ange,  son adsorption n'est  ~ u s  ~ a n t i t a t i v e .  Lorsque la cysfine est p ~ s e m e  dans 
la sMution, ~ convient done, comme le recommandent SCHRAMM ET ~RIMOSIGH ~ de 
saturer ~ s o f t e n  d'hydrog~ne sulfur6 pour ~dMre  N c y c l e  en cy~Nne. Cette derni~re 
traverse la cMonne avec les autres addes  am~6s  neutres sans subk aucune ~ n t ~ n .  

Nous avons trNt6 comme il vient d'8tre ~ t  tout une s~fie de sMut~ns contenant 
Ms unes uMquement des andes am~6s  ~ c a r b o x ~ u e s  ou des ~ e s  a N ~  Ms autres 
u~quemen t  des acides a m ~ s  neutre~ Ms autres des m~anges  ~aNdes  a m ~  ~carbo-  
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xyliqu~ et & a ~ s  am~6s neutres. Parmi ces sMufion~ l'une (ess~ 3) content les 
a~des  a m ~  n e u ~  commandant  k la p a ~  n e ~  d'un h y d m ~ s ~  &~sufine,~ap~s 
TRISTRAM 9 dont nous avons ~ q u 6  ~ ~mpos i t i~  p. 489, et une autre ~ssM ~ les 
~ ami~s  ~ c a ~ y l i q u ~  ~ p ~ n t  k la p a ~  a~de d'un hydrolysat ~ s u f i n e ,  
~ o u ~  d'apr~s TR~TRAM ~ .  4 8 ~ .  

Le T~Mau II ~ q u e  quMque~uns des r6sultats obtenum 

TABLEAU n 
ADSORPTION SUR ALUMINE ACIDE 

Les quan~t~s de substanzes ~tudi~es sont ~mp~ e~ 5 et io m~ 
N = azote d'apr6s ~ELDA~ exprim~ ~ azote pour ioo de ]'azote de la solu~on initiale 
Sp = dosages sp6cifiques: (a) ~ a ~  d%pr~s K ~ m A ~ E ~ ;  ~ ~ad~M ~ a m ~ m  

zone  par spec trograph ie  (2 = 2.5o~ 

;+= 

9 
I O  

A. Solut~ns ne c o n t e n a n t  que des acides amin6s appartenant k un m S m e  groupe  

P h 6 a ~ a ~ n e  . . . . . . .  
Cysfine ~ d u ~  par ~ S  . . 
Parfie neutre d'un "hydro- 
~sa t  sy~h~fique" d'~sufine 

_ ~  o 

o 

m m 

P a r t i e  ac~e  d ~ a  ' ~ y d r o l ~  
sat ~ f i q u e "  dqns~ine 
G ~ t a t h ~ n  . . . . . . .  

~ i .  ~ ~ ~ o ~ I ~  sU~a r: 

~que . . . . . . . . . .  
Ac. ~ a m i n o ~ n z o y l - ~ a -  
mique . . . . . . . . .  

0 

O 

1.7 

~:: 
98 

97 

93 
B. SMut~ns c o n ~ n a n t  des acides am~6s appartenant A des ~ o u ~ s  ~ f f ~ e n ~  

P~a~e'P~y~l~o~ . . . . . . . . . . .  ÷' " " ' " l ÷  ~ I t ~ ° °  ~ ° °  A c i d o  A ~ d °  O ~ a ~ n ~ e  o ~ a ~ i n u e  - • • " ' " ~; 

" C o r r e ~ o n d a ~  ~ nne  i m p u r e ~  non  ac ide  

m 

93 ~ 

92 ~ 

o ~  
o ~) 

L'examen du Tableau II montre que: x. ~ s  acides dicarboxyfiques fibres et ~ s  
pepfides sont quanfitativement adsorb~s sur alumine acide et retrouv~s dans F~luat; 
2. les acides amines neutres ne sont pas retenus par Palumine acide; 3. la sp~c i f i c~  
des s~parations est v~rifi~e d'une part par le dosage de la ph6nylalanine que Pon retrouve 
quant~af ivement  dans les filtrats (essais 9 et xo) et dont on a contr616 Fabsence dans 
les 61uats correspondant~ et d'autre part par le dosage spectrophotom6trique des peptides 
addes de Facide p-aminobenzoique. 

C. AdsorpHon des acides amin~ aromaHqu~ et des pepHdes d noyaux aroma~qu~ par 
le charbon 

Preparation de P adsorbant 

On fair boufllir o.5 g ~Acf iv i t  5o X P* pendant 5 min avec 4 ml d'a~de ac6tique 
k 2o% ; on fiRre, pu~  on lave sur M filtre avec 15 ml d'eau chaude; on raft ensuite passer 
le charbon clans un b6cher o~ on le traite par IO ml d'eau contenant 2 mg d'6ph~dfine. 
On a ~ t e  pendant IO min, puis on verse le charbon dans une c~onne  de IO m m  de dia- 

* Cie Acfi~L 66 rue d 'Au~uil ,  Paris XVI. 
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mbtre int6fieu~ La cMonne d ' adsorban t  ainsi form6e est lav6e successivement avec 
15 ml  d 'eau satur6e d 'hydrog6ne su~urb, et ~vec 35 ml d 'une  solution d'acide ac~ ique  
~ 5% satur6e d 'hydrog6ne sulfur& 

Le ~a~ement ~ I%phfidrine a pour but de d ~ a c t ~  p~fieHemcnt le charbon. Nous avons 
observ~ en effet, que faute d'une ~elle d ~ a c t ~  l'~ufion des acides am~& ~ o m ~ u ~  n'est 
jamaN ~ m ~ e .  ~ . ~ t  vraisemblaMe que l'~ph6drine agK e~ vemmt se fixer sur d~  pMnN par5cu- 
H~ement acti~ de l'adsorbant. Rappe~ns ~ ce point de vue que T ~ z I u s  a uMIMd l~ph6drine peur 
l '~u5on d i f f~ren~e  de divers sucres t~ et de pep~de~ par d~N~ement. 

Adsorpgon des acides amin~ aromatiqu~ et des pepgdes aroma~qu~ 

Le m@ange co~espondan t  h ~o ~ 3o mg des substances aromatiques  d i~outes  dans 
xo ml d 'une  solution &acide ac~tique ~ 5% satur6e d 'hydrog~ne suKur6, est versd sur 
la cMonne; c e l l ~  est ensuite large avec ~5 ml de la sMut%n d ' a~de  ac6tique k 5%, 
saturbe d 'hydrog+ne sulfur& Les substances non  aromatiques  passent  MnM quanf i t a -  
f ivement  dans ~ fikrat .  Quan t  ~ la ~ac t%n aromat ique  adsorb~e, elle est quan t i t a t ive -  
men t  ~u6e, dans ~ cas de la p lupar t  des substances aromatiques,  par  IZ 5 ml d 'eau  
satur6e d 'ac~tate d '6thyle et d 'hydrog6ne sulfur& Toutefoi% le t ryp tophane  libre n6ces- 
Mte, pour  son ~u t%n ,  z5o ml, et ~ g lycyl - t ryptophane  jusqu 'k  375 ml du m~me liquide. 

L'~ufion par l~au satur6e d%c6tate d%th~e a d~A ~t6 utilN6e par WACHTEL ET CASSIDY g 
darts le cas de que~u~ acides a m ~  neutres adsorb6s sur Darco G 60, et par T~ELIU~. D%u~e 
part, SCHRAMM ET PRIMO~GH a ont propos6 d'~uer les ac~es am~6s aromafiqu~ par une ~ f i o n  
de ph6nM k 5 % dans une sMut~n aqueuse d%c~e ac6fique ~ 20 % ; ils ont effecfivement ~cup6~ 
l~zote ~ta l  correspondant aux acides a r o m ~ u ~  mN en jeu; ~utefois, nous avons constat6 que 
dans ces conditions, le tryptophane est ~ M m e n t  d6truff, et la tyroNne et la ph6n~Ma~ne le sont 
partiellement. De telles pertes ont 6t6 c o n s ~ e s  6gMement par TISEMUS, ORAKE ET HAGDAH~ 1 
avec ce mode d'~ufiom 

Les r6sultats obtenus  smut donn6s dans M Tableau  I I I .  

TABLEAU III  
A D S O R P T I O N  S U R  C H A R B O N  

Les quanti t~ de substances 6tud~es sont comprN~ entre IO et 20 mg. 
N = Azote dMpr~s KJELDAHL 
Sp = Dosag~ sp6~fiques: P h 6 n ~ a ~ n e  et A l a n ~ h 6 n ~ M a ~ n e  d'apr~s KAPELLE~ADLE#% 

TyroMne et pepfides ~ tyroNne d~prSs FOLIN ET MARENZI~ Tryptophane d%pr~s BATE~ 1, 
Glyc~-tryptophane par spe~m~apMe (~ = 2.780 ) 

l 
A. So~fions ne contenant que des andes am~6s appartenant A un m6me groupe 

B. SMufions co~erm~ des andes a m ~  appartenant ~ des ~ o u ~ s  ~ff~re~s 

Partie neutre d~n h y ~ M ~  ParNe aromafique d~n h ~  
sat synthgtique de ~oo mg drMysat synth~tique de ~oo 

dSnsM~eAlan~-glyc~eGlycyl'~uc~eLeucyl-~ycine"'""""" . . . . .  ". . . . . .""""" i~! Lenc~°sinemgAlan~h~nyl~a~neGlyc~°Nned~nsM~e"""" . . . . . .  . . . .  " o . .  i i i  

* Correspondant ~ ~ parfie aromafique de ~oo mg d~nsufine 
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D ' a p ~ s  Ms chiff~s du TaNeau I I I ,  H apparaR que: I. Ms andes amin6s a r o m ~ u e s  
~ Ms pept~es k a~des a m ~ s  a r o m ~ u e s  sont q u a n f i t ~ e m e n t  r~enus sur M charbon  
et ~ o u v ~  dans F~uat  ; 2. cette r6tenfion est s p ~ q u e ,  quelle que sNt dans Ms ~pep-  
tides la posit~n ou la nature de Facide amin6 a r o m ~ u e ;  3. Ms andes am~6s neutres 
N ~ h a t ~ u e s  ne sont a b ~ m e n t  pas ~ n u s  par M m~me adsorbant. 

D. Influence des ~ sur l' adsorption par ~ gel de silice. 

L'app5ca t~n  des m6thodes pr6c6dentes ~ des hydrolysa~ ch~rhydriques de pro- 
t6ines se heurte k Finfluence du chlorure de sodium r6sultant de la neutralisation de 
Fa~de ch~rhydfique retenu sous forme de ch~rhydrates. Cette influence, d ~  con~at6e 
par SCHRAMM ET PRI~O~GHI~ se m a n i ~ e  par ~ fMt que l 'adsorpt~n des bases hexon~ 
ques sur le gel de silice n'est plus complete (TabMau IV). Nous avons r6sNu cettd diffi- 
cuR6 en neutralisant l'aNde ch~rhyd~que,  non plus par la soude, mMs par la lithin~ 
Les chiffres du TabMau IV mon~ent  qu'en combinant la neu~aSsat~n du milieu par 
la 5thine et Fufi5sat~n d'une colonne de silice plus longue, fl e~  posNbM de r6aliser 
une adsorption totaM et sp~Nfique des bases hexoniques. 

TABLEAU IV 
INFLUENCE DES SELS SUR ~ADSOR~0N DES BASES 

HEXONIQUES PAR LE GEL DE ~ C E  

La sMu~on 6tudi6e ~n~mn 25 ml) contient le m6- 
lange de bases hexon~u~ co~espondant ~ ioo mg 
d'insuHne ~ r  TabIeau I). 
La co~nne de gM de Miice a un ~ a m ~  de 25 ram. 

Stile SM pr6sent N non adsorb~ 
(g) (m~ en % de N ~tal 

2o N'aC1 IO 
2o NaCI 5 ° 
2o KC1 5 ° 
2o NH~C164 
2o LiC1 37 
3 ° LiC1 43 
35 LiC1 43 

3 
36 
5 ° 
35 
I 2  

3 
2 

Des essMs ~ m ~ s  avec ~ s  m ~ a n g ~  synth6tiques ~ a d d ~  am~6s nous 
avaunt  ~abord  faff croire qu'une par t~ des andes a m ~  neutres 6taft adsorb6e sur 
g d  de ~ c e ,  en pr6sence de c ~ u ~  ~ ~t~um.  Des ~ ~  nous ont m o n t ~  
cependant que Fazote adsorb6 c ~ s p o n d M t  k ~ ~ e  ~ a m m o n ~ m  present comme 
~ r ~ 6  dans Ms a~des am~6s u ~ s .  Cette o b ~ r v ~ n  confirme une f~s de ~us  la 
s p ~ f i ~ t 6  de l'adsorption ~ r  g d  de s ~ .  

C'est en tenant c o m ~ e  ~ ~ s  ~ ~ s  ~ e  n ~ s  avons m~ au p~n t  ~ ~ c h ~ q u e  
~ ~ p ~ n  d ~  b ~  ~ q ~ s  ~ c f i ~  p~s  h a ~ .  

I1 existe ~ n d ~ t  une ~ f luen~  certaine du c ~ u ~  de ~ t ~ u m  sur M c o m p ~ -  
~ n t  des a ~ s  am~6s neutres v ~ - ~ s  du gM de ~ e ;  nous avons constat6 en e ~ t  
que, comme M mon~e le T ~ M ~  V, ~ la ~ t ~  des acides a m ~ s  neut~s  traverse 
s ~ s  ~ f f i c ~  une co~nne de ~ e  ~ 35 g e t  de 25 mm de ~ a m ~  quand ces addes 
sont en pr6sence de 56 mg ~ chlorure de f i th~m pour 60 ml ~ ~ t ~ n ,  fl n'en est pas 
~ m 6 ~  en P ~ c e  ~ ce sel. D ~ s  ce cas, ~ a p p ~  une ~ n t ~ n  d'une ~acfion 
~ ~  ~ ~& 
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importante  des addes  amin6s en question, r6tention qu'on ne peut 6viter qu'en utilisant 
une colonne de sil~e beaucoup plus faible, de 6 g d 'adsorbant  et de 18 mm de diam6tre. 
Mais on a vu plus haut  (TabMau IV) qu'une colonne ainN r6duite qui refient quantitative- 
ment les bases hexoniques en Pabsence de tout sel, ne suffit plus 5 leur adsorption 
quanti tat ive en pr6sence de chlorure de fithium. 

T A B L E A U  V 

INFLUENCE DES SELS SUR LE COMPORTEMENT DES A~DES AMINES NEUTRES VIS-A-VIS DU GEL DE SIMCE 

Colonne de 35 g de g ~  de ~f ice  e t  de 25 m m  de d i a m ~ t r e  
La  s o ~ t i o n  ~ t u d ~ e  con t i en t  le m ~ a n g e  d ~ c i d e s  amines  neu t r e s  c o r r e s p o n d a n t  A ioo  mg  dqnsuHne 
(vo~  p. 489). 

L iqu ide  vers6 sur  la  colonne 

4 ° m! de la  so lu t ion  d ~  ~ a m ~  neut reG su iv is  de 
15 ° ~ d ' eau  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 ° ~ d % ~  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

~5 o ~ d ' H ~  o.I  N . . . . . . . . . . . . . . . .  

T o t a l  

% N dans  le f i l t r a t  

M61ange sans  sel 

53.2 
9.0 

36.6 

98.8 

M ~ a n g e  c o n t e n a n t  
56 mg de LiC1 

98.2 
1.2 

o.8 

IOO.2 

II .  APPLICATION A L ' INSULINE 

I16taft indispensable de v6fifier la va~dff6 des techniques pr6c6dentes de s6parafion 
en Ms appHquant ~ une p rofane  connue. Nous avons choi~ id  Finsuline. Cette prot6ine 
pr6sente en effet Yavantage de pouvoK 4tre obtenue cfista~is6e, sous un 6tat que l 'on 
peut con~d6rer comme pur, et dont l 'activit6 biologique consfitue une 6preuve sa t~fag  
sante. D 'aut re  part ,  Pinsu~ne a raft Pobjet de nombreuses inve~igations concernant sa 
composition en acides amin6s. TRISTRAM ~, en parficul~L a r6uni en un tabMau critique 
les chiffres obtenus k ce point de vue par lugm4me et par d 'autres auteurs, chiffres qui 
sont actueHement les m~Heurs. Ce sont eux que nous ufi~sons ~i  comme bases de com- 
paraison. 

Nos investigations ont poA6 d'une part  sur un m ~ a n g ~  en pr6sence de chlorure 
de lithium, de la totalit6 des addes  amin4s correspondant ~ un hy&olysa t  total  d'insuline 
("hydrolysat  synth6tique" du Tableau VI) ; d 'autre  part,  sur l 'hydrolysat  chlorhydrique 
total d 'un 6chantiHon ~insu~ne, pa~ai tement  cristallis6e, t~ ran t  27 U.I./mg, provenant  
de la Maison "Organon",  et qui repr6sente de Pinsuline pure~;  d 'autre part  enfin, sur 
Yhydrolysat chlorhydfique total  d 'un 6chantHbn d'insuHne commerda l~  criMallis6~ 
fi trant  22 U.I . /mg et qu'H nous a paru int6ressant de compareL en ce qui concerne sa 
compos~ion ~n addes amin6G au produit pur. 

Void, ~ tKre ~ex em pl ~  M mode op6ratoKe suivi dans M cas de l'insulh~e ~ 27 
U.I . /mg:  

IiO mg d'insu~ne finement pulv6fis6e et s6ch6e sous vide (o.7 mm Hg, 8o °, 12 h) 
sont hydrolys6s par 2 ~ 3 ml d'acide chlorhydfique 5.5 N ~ P6buHit%n pendant 24 heureK 
L'hydrolysat  est ensuKe amen6 exactement k 55 ml. On en pr~6ve 5 ml pour le dosage 
de Pazote t o t a l  Les 50 ml restant sont 6vapor6s trois lois ~ sec, apr6s additions succes- 
~ves  d 'eau di~iH6~ dans un des~ccateuL sous vide, ~ la temp6rature ordinaKe, en 
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pr6sence d 'anhydfide phosphorique et de potasse en pastilles. L ' adde  chlorhydrique 
s u b ~ a n t  est neutra5s6 et le milieu Mg~rement a~a~nis6 ~o lora t~n  ~anchement  rose 
avec la ph~nolphtal6in~ par 16. 7 ml de ~thine o.i N, ce qui correspond ~ la formation 
dans M milieu, de 71 mg de chlorure de lithium. On dose alors l~mmoniac sur Fensembl~ 
en Fent r~nant  par  la vapeur d'eau, sous vide, ~ 45 °. 

Chrom~ographie sur gel de ddce 

La solution Mnfi d6barra~6e d 'ammoniaque e ~  ramen~e ~ PH 7 par  qu~ques 
gouttes ~aNde  chlorhyd~que o.I  N. On la fNt passer (37 ml) sur une co~nne de 35 g 
de g ~  de silice; on o b t e n t  un filtrat (I) et un 6luat. On dose dans ce dernier Pazote 
total, Farginine et l 'h~tidine. D ' a u ~ e  pa~ ,  une p a ~  de P~uat  est concentr6e sous 
vide et soutane ~ la chromatograph~ de partage sur papier sMon CO~SDE~, GORDO~ 
ET MARTIN ~, en uti l~ant  comme s ~ van t  M phenol addit~nn6 de o.1% ~ammoniac .  
On o b t e n t  ainN Ms trNs taches correspondant aux troN bases hexoniques, et uniqu~ 
ment  ces taches, ce qui confirme la sp6cificit6 de la s~parat~n. 

Chroma~graphie sur alumine acide 

Le filtrat (I) pn>venant de Fop6rafion pr6c6dente est concentr6 sous vide ]usqu'k 
5 ml environ, satur~ par l 'hydrog~ne sulfur6 et neutralis6. On fait passer la solution 
obtenue ~ ml) sur une colonne de 5 g d'alumine acide, ce qui fournit un fiRrat (II) et 
un ~uat .  On dose ~ n s  ce dern~r  Fazote total. Une partie de F~luat est d 'autre  part  
concentr6e sous vide et soum~e ~ la chromatograph~ de partage sur papier, en utilisant 
¢omme pr~cSdemment M phenol additionn6 de o.1% d'ammoniac.  On ob t~n t  ainfi 
les deux taches correspondant respectivement aux a~des glutamique et asparfique, et 
ces deux taches seulement; lh encore, la s6para t~n se montre sp6~fiqu~ 

Chroma~graphie sur charbon 

Le fi~rat (II) provenant  de la chromatographie sur alumine acide est 6vapor6 k 
sec sous vide, et le r6~du est dissous dans IO ml d'une solution d ' adde  ac6tique ~ 5% 
satur6e d'hydrog~ne suHur6. Le passage sur une colonne de 0.5 g de charbon donne un 
filtrat (III) et un ~luat. Dans ce dern~r  filtrat, qui con ten t  la totalit~ des acides amin6s 
neutres non aromatiques, on dose Fazote total. Dans F61uat, on dose Fazote total  et la 
tyro~ne;  en outre, on concentre une partie de P61uat que l 'on soumet k la chromato- 
graph~ de partage ~ papier, toujours en uti5sant le ph6nol additionn6 de o.I  % d 'am-  
moniac. On ob t~n t  dans ces conditions t ro~ tache~ dont deux tr~s nette~ correspondant 
respectivement k la tyro~ne et h la ph6nylalanine, et la t r o i ~ m e ,  plus faible, plac6e 
au-dessous (Rv = o.~M) de celle de la ph6nylalanine, ne correspond ~ aucun des acides 
amin6s actuellement connus. Nous avons v6rifi6 en par~cu5er qu'elle ne correspond pas 
au tryptophane, l l  convient de remarquer d'ailleurs que le t ryptophane n~xiste pas dans 
Pinsu~ne; on peut doric exclure non seuMment cet acide amin6, mais aus~ ses produits 
de d6compo~tion 6ventueHe par hydrolyse chlorhydrique, comme responsables de la 
tache en question. 

L'ensemble des r~sultats obtenus est pr6sent6 par le TabMau VI. 
• 

Ces chiffres montrent  que: 
I. I1 existe un excellent accord entre les valeurs trouv~es par la pr6sente m6thode 

pour Fazote total du groupe ba~que, Fazote total du t roupe acide et Pazote total  du 
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TABLEA 

SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE EN QUATRE GROOPES DES ACIDES AMIN] 

A =mg d'azote correspondant ~ ioo mg d'insuline 
B = mg d%zote pour ioo mg de N total d~nsuline 
C = Chiffres p u b l ~ s  p a r  TR~TRAM ~ 
D = Dosages sp6df iques  : A r ~ n i n e  e t  H N t i d i n e  d 'apr~s  MACPHERSON ~, TyroNne  d%pr6s FOLIN ET MARENZ# 
R ~ u l t a ~  e x p ~ m h s  en  mg  d 'ac ide  amin6  pour  ioo  mg  dqnsuHne. 

Groupe  

I. Ba~qu~  
A r ~ n e  (base) . . . 
H ~ f i d ~ e  H ~ ,  H z O . .  
L y s ~  HC1 . . . . .  

2. Acid~ 
Ac. a s p a r t i q u e  . . . 
Ac. ~ u t a m i q u e  . . . 

3. Aromaaque: 
P h 6 n ~ M a ~ n e  . . . .  
T y r o ~ n e  . . . . . .  

4. N e u ~  
d o n t  GlycocMM . . . 

A m m o ~ a ~  

Tota l  

In su l ine  dGpr4s TR~TRAM 
N t o t a l  15.o ~o* 

A 

2.76 

2.37 

1.7o 

6.80 

1.39 

15.o 

B 

18.4o 

15.80 

11.3o 

45.3 ° 

9.26 

IO0.O 

C 

2.95 
6.62 
3.1o 

5.7 ° 
18.55 

8.09 
13.1o 

4.3 ° 

" H y d r ~ y s a t  s y n t h 6 ~ q u e "  
N to t a l  15.o ~o 

A 13 

2.78 19.2o 

2.46 16.4o 

1.73 11.53 

6.37 42.4 ° 

1.39 9.14 

14.7 98.7 

D 

3 .oo 
6.28 

- -  

* Les calculs  son t  fairs  ~ p a r e r  de l ~ z o t e  r e t rouv6  e x p 6 f i m e n t a l e m e n t  pa r  TR~TRAM (I5.O %) 

groupe aromatique correspondant k F"hydrolysat  synth6fique", et les valeurs donn6es 
par TRISTRAM pour Fazote total de ces m~mes groupes correspondant ~ Finsufine. 

2. L'accord entre la valeur trouv6e ici pour Fazote total du groupe neutre, d6bar- 
rass~ des acides aromatiques, et correspondant ~ P"hydrolysat  synth6fique", et la 
valeur de TRISTRAM pour FinsuHne, est encore safisfaisant quoiqu'un peu moins bon, 
(6cart de 6.3%). 

3. L'accord entre les valeurs trouv6es pour les diff6rents groupes correspondant 
respectivement ~ F"hydrolysat  synth6tiquC', ~ l'insufine k 27 U.I./mg et ~ Finsuline 
d'apr6s TRISTRAM, est en g6n6ral excellent. I1 en rOsulte d'une part que la m6thode que 
nous pr6con~ons semble digne de confiance, d 'autre part que Vinsufine k 27 U.I./mg 
est pure, et d'autre part enfin que les chiffres fournis par TRIST~AI sont confirm6s. 

4. L'accord entre les r6sultats des deux analyses de Finsu~ne ~ 27 U.I./mg met en 
refief la fid6~t6 de la m6thode. 

5. L'insufine ~ 22 U.I./mg se r6v~le diff6rente de l'insuhne pure non seulement par 
sa moins grande activit6 biologique, mais aus~ par sa composition chimique. 

Le pr6sent travail apporte ain~ Fne technique ~prouv6e de s6paration des acides 
amin6s et 6ventueHement des pepfides, dans un hydrolysat prot6iqu~ en groupes bien 
dis~nctm Dans chacun de ces groupe~ il devient alors pos~ble de d6terminer sp~cifi- 
quement et quanfitafivement chacun des acides amin6s qui s'y trouvent, soit par 
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VI 
D'UN HYDROLYSAT CHLORHYDRIQUE TOTAL D~NSULINE C ~ S T A L ~ S ~  

497 

P h 6 n y ~ n e  dMprbs KAPELLEmADLE# ~ GlycocMM d~pr6s ALEXANDE~ LANDWEHR ET S~GMAN~ 

A 

2.76 

2.46 

1.74 

6.38 

1.66 

15.o 

Insuline cfi~aH~6e A 2 7 U.I./mg 
Essai I [ Essai II 

N total 15.1 ~o 

B 

18.27 

16.3o 

11.52 

42~o 

i i .  o o  

99.3 

]) 

2.85 
6.90 
---  

11.97 

A 

2.72 

2.47 

1 .6  7 

6.53 

1.6o 

15.o 

1 8 . o o  

16.35 

I I . O  5 

43.24 

lO.6O 

99.2 

InsuHne cr~t. ~ 22 U.I./mg 
N total I5.75 % 

D A 

2.8I 
6.95 

- -  

11.85 

4.13 

3.4 ° 

3.12 

1.46 

5.82 

1.4o 

I5.2 

B 

21.60 

19.8o 

9.26 

36.95 

8.88 

96.5 

D 

4.56 
6.14 

9.95 

pas A par~r de l~zote dc sa p r ~ n e  i~ f i~e  ~5.6 ~) .  

a p p ~ c ~ n  de m ~ h ) d e s  de dosage s p ~ q u ~  s ~ t  par  ~ p a r a t i o n  uRdr~ure  de chacun  

des acides a m ~ 6 s  ~ u n  m~me groupe p ~  une nouve~e adsorption,  ~ M ~ e ,  dans des 

c o n ~ f i o n s  d ~ e r m ~  

Nous remer~ons vivement nos coll~gues qui nous ont aimablement envoy6 divers 6chan~l~ns 
de pcp~des et dqnsuHn~ ca partkul~r MM. R. L. M. SVNG~ (Londre~ et V. Du Ym~XAUD (New 
York) pour des ~chantillons dc carno~ne, V. PgELOG (Zfifich) pour l~de glycyl-glutamique, 
Y. SUSSAROW (Pearl River, N.Y.) pour l~dde p-aminobenzoyl-aspartique, A. Wl~zERSZSlU (B~ 
pour IM~de p-aminobenzoyl-glutamique, C. R. HARINGTON (LondreO pour la tyrosyFcyst~ne, 
M. TAUSK EZ J. L~NS (Os~ pour l'insuline "Organon'\ 

R~SUM~ 

Une m6thode d~se ~roma~quc a 6t6 misc au p~nL ~rme~ de s6parer quantN 
~fivemc~ Ics acides am~ et les ~o~p~s en les quatrc ~ou~s s~van~: 

I. DA~v& ba~qucE adsorb~s sur gcl dc sHice; 
II. D~v~ a~dcs, adsorb~s sur ~uminc a~de; 

III. D~fiv~ ne~res a roma~ue~  a ~ o r b ~  sur charbon; 
I ~  D ~  neutres non a r o m ~ u e s ,  r e s ~  darts le ~ t ra t  final 
~ pr&parafion des adsorban~ et les cond~ions d~dsorpt~n et d%~fion darts chacun de ces 

~ou~s o~ &~ ~u~s en d6~ ~s ~c~t~ dues ~ ~uence du chlorure de so,urn sur l~d- 
sor~n par la ~lice ont ~t~ 6~t~es en ne~ra~a~ I ~  cMorhy~ue re~a~ ~ns un h y ~  
chlor~drique par ~ ~ine ~ non pas par la soudc. 

~ sp~c~cit~ ~ routes ~s s6parations a &~ contr61~e par chromatographie ~ ~a~ sur ~er. 
La m&~de en ques~on a ~t6 ut~e pour la s~parat~n en quatre ~ou~s des acides amin& 

dc ~ e .  Les r ~  obtcnus ~n~ment ccux ~i~s par TR~TRAM 9. 
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S U M M A R Y  

A m e t h o d  of c h r o m a t o g r a p h ~  a n a l y ~ s  ha s  been es tabl i shed ,  al lowing of the  q u a n t i t a ~ v c  
s epa ra t i on  of a m i n o ~ c ~ s  and  Migopcpfidcs  into t he  ~ l l o w i n g  four  g roups  : 

I. b a~c  der iva t ives ,  adso rbed  on ~ l ica  gel; 
II .  a c i d ~  de f iva f ive~  adso rbed  on " a c i d "  a ~ m i n a ;  

I I I .  n eu t r a l  a r o m a t i c  der iva t ives ,  adso rbed  on ac t i va t ed  ca rbon ;  
IV. neu t rM ~ o n - a r o m a t ~  der iva t ives ,  r e m ~ n i n g  in t he  finM fi l trate.  

The  p r e p a r a t ~ n  of the  adso rben t s  and  the  c o n d i t ~ n s  of adso rp t ion  and  e ~ t ~ n  for each of 
these  g roups  have  been  s tud ied  in detai l .  

By  n e u t r M i ~ n g  w ~ h  f i t h ~ m  h y d r o x i d e  ins tead  of s o d o m  h y d r o x i d e  t he  hydrochlor ic  acid 
r e m a i n i n g  in a h y d r o c h ~ r ~  h y d r o l y s a t e  t he  d i f f i c u ~ s  caused by  t he  influence of s o d o m  c h l o r ~ e  
on the  adso rp t ion  of s i l va  gel have  been a v ~ d e d .  

The  specif ic~y of aH s e p a r a t ~ n s  has  been checked by  p a r ~ o n  c h r o m a t o g r a p h y  on paper .  
Tt I~  m e t h o d  was used to s epa ra t e  into four  g roups  the  a m i n o , r i d s  of insu~ne .  
The  r e s u ~ s  ob ta ined  conf i rm those  p u h l ~ e d  by  TRIS~RAML 

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

Eine  c h r o m a t o g r a p h ~ c h e  A n a l y s e n m e t h o d e  wurde  entwickel t ,  d ~  es e rm6gf ichL die AminosXurcn  
und  O l ~ o p e p t i d e  q u a n f i t a f i v  in  folgende v ier  G r u p p e n  zu t r e n n e a :  

I. bas ische  D e , r a t e ,  die a n  S i l ik~-Gd ~dsorb ie r t  wc rden ;  
II .  s a u t e  Def iva te ,  die an  s au re r  T one rde  adso rb ie r t  we rden ;  

I I I .  neu t rMe  a r o m a t i s c h e  Def iva te ,  d ~  an  Kohle  adso rb ie r t  we rdcn ;  
IV. n e u ~ M e  n i c h t - a r o m a t i s c h e  Def ivafe ,  d ~  i m  E n d f i l ~ a t  fibrig b l ~ b e m  
Die B e r e ~ u n g  der  A d s o r b e n ~ a  und  die A d s o r p t i o n ~  und  E l u f i o n s u m ~ n d e  w u r d e n  ffir aHe 

G r u p p e n  ~ n g e h e n d  n n t e r s u c h L  D ~  Schwier igke~en,  d ~  d u t c h  den  E i n f l u ~  y o n  Na t r i umch lo r id  
au f  d ~  Adso rp t ion  a n  S i ~ k a - G d  v e r u r s a c h t  w e r d e ~  w u r d e n  d a d u r c h  ve rmieden ,  dass  d ~  fiber- 
schf is~ge  Salzs~ure in e i nem sMzsauren  H y d r o l y s a t  m ~  L i t h i u m h y d r o x y d  a n ~ d M  von  Na t ron l auge  
n e u t r a ~ e r f  wurde .  

D ~  S p e ~ f i ~ t ~ t  aHer T r e n n u n g e n  wurde  d u t c h  P a r t i t i o n s c h r o m a t o g r a p h i e  a u f  Papie r  kontroN 
fiert.  

Die b e s c h r ~ b e n e  Methode  wurde  zur  T r e n n u n g  der  A m i n o s ~ u r e n  yon  I n s u ~ n  in die vicr  G r u p p e n  
b e n u t z L  D ~  e rhMtenen  R e s u ~ a t e  b e ~ f i g e n  die yon  TR~TRAM 9 v e r e f f e n ~ h £ e n .  
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