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L'AC!DE GLUTAMIQUE 
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On sait que parmi les hydroxyacides qui prennent naissance par action de l'acide 
nitreux sur les acides amin6s actuellement connus comme constituants des prot6ines, 
l'acide lactique, l'acide glutamique, l'acide malique et l'acide d6hydroxybutyrique, 
correspondant respectivement ~ l'alanine, la s~rine, l'acide aspartique et la thr6onine, 
fournissent de l'ac6tald~hyde par oxydation par le permanganate. FRO~tAGEOT ET HEITZ 1 
ont constat6 que cette formation d'ac6tald6hyde n'a plus lieu ~ partir de l'acide glyc& 
rique ou de l'acide rnalique, si ces acides sont en pr6sence d'ac6tate mercurique; il en 
est vraisemblablement de m~me en ce qui concerne l'acide d6hydroxybutyrique. Ces 
r6actions constituent la base d'une m6thode de dosage sp6cifique de l'alanine, dans un 
hydrolysat de prot6ine, par exemple; mais elles n'avaient pu ~tre utilis6es jusqu'ici 
pour le dosage sp~cifique de l'acide aspartique, puisque l'acide malique se comporte 
vis-a-vis de l'ac~tate mercurique cornme les hydroxyacides g6n6rateurs d'ac6tald6hyde 
autres que l'acide lactique. 

La s6paration quantitative par chromatographie, d'apr6s FROMAGEOT, JUTXSZ ET 
LEDERER 2, des acides amin6s en diverses fractions dont une renferme uniquement les 
acides amin6s dicarboxyliques, et une autre uniquement les acides amin6s neutres non 
aromatiques, permet maintenant d'utiliser les r6actions pr6c6dentes pour le dosage 
sp~cifique de l'acide aspartique, et dans un grand hombre de cas, pour celui de l'acide 
glutamique. 

Le principe de ces dosages est le suivant: Le m~lange des acides amin6s, corres- 
pondant par exemple k un hydrolysat de prot~ines, est tout d'abord soumis k la s6para- 
tion en groupes d'apr~s FROMAGEOT, JuTISZ ET LEDERER2; apr~s avoir 6t~ ainsi isol6s 
des autres acides amin6s, les acides dicarboxyliques sont transform~s par l'acide nitreux 
en hydroxyacides, puis ces derniers sont oxyd~s par l'acide permanganique; seul alors 
l'acide aspartique agit en g~n6rateur d'ac~tald6hyde qu'il est facile de recueillir et de 
doser sp~cifiquement. L'acide glutamique est calcul6 par difference entre l'azote total 
de la fraction ~lu~e de l'alumine et l'azote de l'acide aspartique. 

MODE OP~RATOIRE 

La s~paration chromatographique quantitative des acides amines en groupes a et~ 
d~crite dans un travail precedent I. Nous signalerons seulement ici que la quantit~ 
d'alumine "acide" que l'on doit utiliser d~pend naturellement de la quantit6 des acides 
dicarboxyliques ~ s~parer; il peut 6tre n6cessaire d'op~rer, par exemple, avec IO g 
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d 'alumine,  au lieu des 5 g dont  il est question dans le travail de FROMAGEO'I', .] I'TlSZ E'r 
LEDERER 2, dont  les donn6es s 'appliquent  plus particuli~reme.nt h l'insulim'. 

Les rdactions de ddsamination et d'oxydatSon se font dans des conditions qui diff;.rcnt 
de celles indiqu6es autrefois par FROMAGEOT El" HEI'rZ 1, de telle sortc ,lu'elles p,,rmettent 
de doser des quantit~s d'ac(~tald~hyde tr~-s inf6rieures 5  ̀celles indiqu(:es par ces auteu,s.  
L 'apparei l  utilis6 est analogue k cehli que ALEXANDER J~r SELIGMA.X a ont d(~crit pour h: 
dosage de l 'alanine; il en diff6re par le ballon 5̀  r,Saction, muni d 'un rodage normalis6 
Pyrex  no. 2, dont  le volume est ici de IOO ml et qui possbde une (~'troite (6 mm de dia- 
mbtre int,~rieur) tubulure lat{,rale. Le volume du liquide prdlev,5 sur Ix fraction des 
acides dicarboxyliques doit ~tre de 15 ml au maximum. On introduit  ce liquide dans le 
ballon, on ajoute IO ml d 'acide sulfurique 2 N, on porte au bain-marie bouillant, puis, 
par  la tubulure lat6rale, on introduit  gout te  k goutte,  en agi tant  vivement  au moyen 
d 'un  agi tateur  m6canique 25 ml d 'une  solution de nitrite de sodium ~ 5'?£, ; la durde de 
cette introduction doit fitre de 15 minutes. On rince ensuite la tubulure latfirale avec 
o. 5 & I ml d 'eau,  et on maint ient  encore 15 minutes le ballon au bain-marie. La ddsami- 
nation est alors termin~e. Le ballon ~.tant toujours au bain-marie, on v introduit  goutte  

goutte,  en 15 minutes,  toujours en agitant,  7.5 ml d 'une solution d'ur~e "a 3o?0. I1 est 
impor tant  que l 'aeide nitreux soit complb.tement dfitruit apr6s cette opdration, car des 
traces de vapeurs nitreuses s 'opposeraient  5  ̀l 'utilisation ult~rieure du p-hydroxydiphd-  
nyle pour le dosage colorim~trique de l 'ac6tald~hyde form& Apr}s la destruction de 
l 'acide nitreux par  l'ur~e, on rince la tubulure latdrale avec I ml d 'eau, on la ferme, puis 
on fivapore le contenu du ballon sous vide, jusqu'& d6but de siccitd. 

On introduit  dans le ballon 5 ml d 'acide phosphorique 2 N, I ml d 'une  solution de 
sulfate de manganese (SO4Mn, H~O) 5. ioq{, et une pincde de talc, puis on le relie "a son 
r~frigfirant ; on introduit  d ' au t re  par t  dans la tubulure lat4rale l'extr(:mit~ d 'une  pipette 
destin6e 5. l 'adjonct ion du permangana te  de potassium. Enfin, le tube rdcepteur, jaugfi 
5. 5 ml, est plongd dans un bain de glace; il contient 3 ml d 'une  solution de bisulfite 
de sodium ~t 1%. On provoque une l~g~re ddpression dans l 'appareil, par  aspiration 
la trompe, puis on porte le contenu du ballon ~t dbullition douce, en y introduisant  gout te  
~t goutte,  en 15 minutes, IO ml de la solution de permanganate  de potassium o.2 N; 
on maint ient  encore l'~bullition pendant  IO minutes;  il est important  que l '6bullition 
soit assez douee pour  6viter toute condensation soit dans la tubulure lat~rale, soit dans 
le tube reliant le r6frig~rant au tube rdcepteur. 

Le contenu du tube rtScepteur est compldt6 ~1 5 ml, et l 'ac~tald4hyde recueilli est 
dos6 par  colorim6trie, soit par le p-hydroxydiph6nyle  a soit par  le ni troprussiatO, selon 
les proc~d~s habituels. La  m~thode au nitroprussiate, moins sensible que celle au p-hy-  
droxydiph,)nyle, a en outre l'inconvb.nient que la coloration obtenue 6tant  fugace, les 
lectures photom6tr iques doivent  ~tre faites de 3 5. 5 minutes apr~s le m61ange des r6ac- 
tifs; mais elle a l ' avantage  sur la m~thode au p-hydroxydiphdnyle  d 'e tre  moins suscep- 
tible "a des traces d ' impuret6s.  Parfois, en effet, la coloration obtenue par  ce dernier rdactif 
se r6v61e capricieuse, et fournit, sans cause apparente,  un rdsultat de dosage aberrant.  

Le report,  sur une courbe obtenue 5. part ir  de solutions connues d 'acide aspartique, 
des densitds optiques mesurdes 5. part ir  des solutions k doser, permet  de d6terminer 
facilement la teneur en acide aspart ique de ces derni~res. Les quanti tds d 'acide aspar- 
tique, qu'i l  est ainsi possible de ddterminer, sont de l 'ordre de 15 5  ̀75/*g quand  on utilise 
la colorim6trie pat le p-hydroxydiphdnyle ,  et de o.15 k 2.0 mg, quand on utilise le 
nitroprussiate.  
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R ~ S U L T A T S  

Le Tableau I montre les r6sultats obtenus dans le dosage de quantit6s connues 
d'acide aspartique en presence d'acide glutamique. 

Les chiffres du Tableau I montrent  que, en moyenne, la pr6sence d'acide glutamique 
abaisse de 5 % le rendement en ac6tald6hyde obtenu ~. part ir  des solutions ne contenant 
que de l'acide aspartique. II convient donc, pour avoir des valeurs aussi exactes que 
possible, de multiplier les chiffres exp6fimentaux obtenus par 1.o5. 

TABLEAU I 
DOSAGE DE L'ACIDE ASPARTIQUE DANS DES M]~LANGES CONNUS D'ACIDE ASPARTIQUE ET D'ACIDE 

GLUTAMIQ UE 

Ac6tald6hyde dos6 par le nitroprussiate g l'aide du photom~tre de PULFRICH 

Composition et volume de la solution Acide aspartique retrouv6 des acides amines dicarboxyliques 
Aspartique Glutamique Volume Valeur % de la quaatit6 

(/.~g) (~ug) (ml) absolue initiale 

5oo 
I ooo 

500 
6o0 

60o 

600 

I OOO 
I OOO 
2000 

o 
o 

3 54 ° 
6o0 

18oo 

3 ooo 

x4x6 i 
3 054 ! 

703 

2.5 
5 . 0  

7.5 
6 . 0  

I2 .O  

15.o 

7,o 
IO.O 
I I . O  

~oI 
I ooo 

519 
580 
600 
61o 

575 
535 
560 

54 ° 
6oo 

535 
930 
916 

1874 

IOO 
IOO 

lO 4 

97 
1oo 
IO2 

96 
89 
94 
9o 

Ioo  

89 
93 
92 
93 

Moyenne en prbsence d'acide glutamique: 95 

Le proc~d6 de dosage qui vient d'6tre d~crit a ~t6 appliqu6 d 'autre part  au dosage 
des acides dicarboxyliques dans quelques prot~ines. Les chiffres obtenus sont donn~s 
dans le Tableau II .  

Les chiffres du Tableau I I  appellent les remarques suivantes: 
i. L'accord entre les valeurs trouv6es pour l'acide aspartique et pour l'acide gluta- 

mique dans le pr6sent travail  et celles publi6es pr6c6demment est tout  ~. fait satisfaisant 
dans le cas de l'insuline, de l'~destine et de la z6ine. 

2. Cet accord n'existe pas darts le cas de la g61atine; mais on doit observer que les 
valeu~s indiqu6es pr~c6demment pour cette substance ont 6t6 obtenues au cours de 
t ravaux d6j& anciens, et par des proc6d6s dont on sait aujourd'hui qu'ils ne donnent 
pas de r6sultats quantitatifs. On peut donc conclure que ce sont les chiffres du pr6sent 
travail  qui correspondent le mieux k la teneur r6elle de la g61atine en acide aspartique 
et acide glutamique. 

3. Dans le cas du lysozyme, l 'accord est tr~s satisfaisant entre la valeur trouv6e 
pour l'acide aspartique par  la pr~sente m~thode, et celle que fournit la chromatographie 
quanti tat ive de partage sur papier d'apr~s FISHER et coP:. 6. Mais il n 'en est pas de m~me 
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T A B L E A U  II 
DOSAGE DE L~ACIDE ASPARTIQUE El" DE L 'ACII )E  GLUTA.MI~UE DANS QUI..'I.QUE~; I,RtYI'~;INES. 

ACIDE GLUTAMIQUE CALCIJI.I~." PAR DIFF~ 'RENCE 

Les chiffrt.s c i -dessous  son(  les m o y e n n e s  de d e u x  ddtvr ln inat ion~ au nmins .  

Pro t6 ine  

G~latine 

Globine (lapin) 

I n su l i ne*"  

L y s o z y m e  

Edes t i ne  

N tota l  

I8. 3 

16.o 

T5.9 

16. 7 

18.6 

I6.O 

N de la f rac t ion 
d ica rboxy l ique  
"'.o de la prot~ine Pr6sen t  

t rava i l  

Acid,: a spa r t i que  t rouv6  
"~. o de la prot6inv 

Publi6 
precedt !mnlent  

3.5 (4) 
9.7 (5) 

1.47 

0.59 

2.39 

2.61 

2.73 

3.67 Z~ine 

3.I 

4.2 

5.3 

10.2  

lO.5 

3.5 

5.7 
6.8 

lO.9 

I 2 . O  
I O . I  

[ Acith. g l u t a m t q m '  trouv(," 
"',, tit' la protdim'  

i P rdscn t  : l 'ubl i6 
t rava , l  [ p r ecedcnmlen t  

. . . . . . . . .  i . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

12.o 6.0 (-l) 
6.2 (5) 

1.5 ! - -  

(6) 19.3 ~8.6 (6) 
(7) 20.2 (7) 
(8) [ 1 6 . 2 ]  3 .0  (8) 

3..5 (9) 
( IO,  I I ) i  16.9 20.6 (IO) 
(12) 20.3 (11) 

I,).o (12) 
(13) .*5 .0 35.6 (13) 
(14) : 30'9 (t4) 

.3.2 
3.4 

* Nous  ne  d o n n o n s  ici que  les va l eu r s  les p lus  probables .  On  en  t rouve ra  d ' a u t r e s  dans  la bilio- 
g raph ie  dom16e pa r  BLOCK ls. 

** Insu l ine  cr is tal l is(e ,  h 27 U. I . /mg,  a i m a b l e m e n t  offerte par  Dr  J. LEss, que  nous  r cmcrc ions  
ici b i en  v i v e m e n t .  

pour l'acide glutamique ; il apparMt ainsi que la ddtermination de cet acide par diffdrence 
n'est pas possible dans le cas du lysozyme; nous attribuons ce fait k la richesse particu- 
li~re du lysozyme en tryptophane. La destruction de cet acide amind au cours de l'hy- 
drolyse par l'acide chlorhydrique entraine la destruction d'une fraction notable d'autres 
acides amines (tyrosine, histidine, etc.) et il est probable que ce sont des fragments 
azotfis r~sultant de ces destructions, fragments ne rdagissant pas "a la ninhydrine, qui 
sont responsables de la richesse en azote de la fraction correspondant h l'61uat de 
l'alumine "acide". 

R£SUM~:  

Darts la m~thode  de dosage propos~e, le m61ange ties ac idcs  aminds  p r o v e n a n t  de l ' hydro lyse  
d ' u n e  prot~ine es t  d ' abo rd  s o u m i s  b. la sf iparat ion en  groupes  d ' apr~s  FROMAGEOT, JUTZSZ ET LEDERER ; 
apr&s avo i r  ~t(~ ainsi  isolg~s des  au t r e s  acides  amines ,  les acides d ica rboxy l iques  son(  t r ans fo rm6s  par  
l 'acide n i t r e u x  en  hyd roxyac ides ,  pu i s  ces de rn ie r s  son t  oxyd~s  pa r  l 'acide p e r m a n g a n i q u e  ; seul  alors 
l 'acide a s p a r t i q u e  ag i t  e n  g6ndra teur  d 'acd ta ld+hyde ,  que  l 'on dose soit  pa r  le p -hyd roxyd iph6ny le ,  
soit  pa r  le n i t rop russ i a t e .  L 'ac ide  g l u t a m i q u e  es t  c~alcul6 par  diff~rence en t r e  l 'azote  to ta l  de la t ract ion 
61u~e de l ' a l umine  c t  l ' azote  de l 'acide aspa r t ique .  La m6 t hode  p c r m e t  de (loser ties quan t i t d s  d 'ac ide  
a s p a r t i q u e  compr ises  en t r e  o.o15 e t  2.0 m g  avec une  a p p r o x i m a t i o n  tie 5 %- Appliqu~e b. d iverses  
prot6ines,  elle a fourni  les r~su l t a t s  s u i v a n t s  : g~latine : acide a spa r t i que  3.1, acide g l u t a m i q u e  12.o % ; 
globine (lapin):  aeide a s p a r t i q u e  4.2, acide g l u t a m i q u e  1 . 5 % ;  insuline: acide a s p a r t i q u e  5.3, acide 
g l u t a m i q u e  19.3 % ; lysozyme : acide a s p a r t i q u e  io.2 ; ddestine : acide a spa r t i que  lO. 5, acide g l u t a m i q u c  
16 .9%;  zd~ne: acide a spa r t i que  3.5, acide g l u t a m i q u e  34 .8%.  La m~thode  ne s ' app l ique  pas  b. la 
d d t e r m i n a t i o n  de l 'acide g l u t a m i q u e  dans  les prot~ines  r iches en  t r y p t o p h a n e  c o m m e  le lysozyme.  

S U M M A R Y  

In  the  proposed  m e t h o d ,  the  m i x t u r e  of  amino -ac ids  r e su l t ing  f rom the  hydro lys i s  of a prote in  
is first s epa ra t ed  in to  g roups  as descr ibed by  FROM^CEOT, JUTISZ, AND LEDERER, af te r  i so la t ion  from 
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the other amino-acids the dicarboxylic acids are converted by nitrous acid into hydroxyacids and 
the lat ter  are oxidized by permanganic acid; under these conditions, only aspartic acid produces 
acetaldehyde which is determined quantitatively by p-hydroxydiphenyl or by nitroprussiate. The 
amount of glutamic acid is calculated from the difference between the total nitrogen content of the 
eluted fraction and the nitrogen content of the aspartic acid. This method allows the determination 
of aspartic acid in amounts between o.o15 and 2.o mg with a maximum error of 5 %- The following 
results were obtained with different proteins: gelatin: aspartic acid 3.1 glutamic acid z2.o %; globin 
{rabbit): aspartic acid 4.2, glutamic acid 1.5 %; insuline: aspartic acid 5.3, glutamic acid 19.3; 
lysozyme: aspartie acid Io.2; edestin: aspartic acid lO.5, glutamic acid z6.9; zein: aspartic acid 3.5, 
glutamic acid 34.8. This method cannot be used for the determination of glutamic acid in proteins 
rich in t ryptophan such as lysozyme. 

ZUSAMMENFASSUNG 

In der vorgeschlagenen Methode wird die yon einem Eiweisshydrolysat herrfihrende Mischung 
yon Aminosiiuren zuerst nach FROMAGEOT, JUTISZ UNO LEDERER in Gruppen geteilt; die so isolierten 
Dicarbons~.uren werden mit  salpetriger S~iure in Hydroxys~iuren verwandelt und dann mit  Perman- 
ganat oxydiert;  nur aus der Asparaginsgure entsteht  dann Acetaldehyd und dieses wird mit p-Hydro- 
xydiphenyl oder mit Nitroprussiat bestimmt. Die Differenz zwischen dem Gesamtstickstoff der aus 
dem Aluminiumoxyd eluierten Fraktion und dem Asparaginsiiurestickstoff ergibt den Glutamin- 
s~.uregehalt. Mit dieser Methode k6nnen o.oi5 bis 2.o mg Asparaginsliure mit einer Genauigkeit yon 
5 % best immt werden. Bei Anwendung auf verschiedene Eiweisstoffe wurden die folgenden Ergeb- 
nisse erhalten: Gelatine: Asparaginsiture 3.1%, Glutaminsiture 12.o%; Globin (Kaninchen) : Aspara- 
ginsRure 4.2%, Glutaminsiiure 1.5% ; Insulin: Asparagins/iure 5.3%; GlutaminsRure z9.3%; 
Lysozym: AsparaginsRure zo.2 %; Edestin: Asparaginsiiure io. 5 %, Glutamins~,ure 16.9%; Zein: 
Aspara~in#iure 3.5 °o, Glutamins~,ure 34.8 %. Die Methode kann nicht fiir die GlutaminsRurebestim- 
mung in tryptophanreiehen Eiweisstoffen wie Lysozym angewendet werden. 
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