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GROUPES CARBOXYLIQUES TERMINAUX DANS LES PROTI~INES. 
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Dans une note r6cente t, nous avons bri~vement indiqu6 une m6thode qui, appliqu6e 
l'insuline, nous avait permis la caract~risation des groupes carboxyliques libres des 

acides amin6s situ~s aux extr6mit6s des chaines peptidiques. Dans le pr6sent travail, 
en apportant des donn~es qui n'avaient pu prendre place dans la note pr~c6dente, nous 
d6crivons cette m~thode plus en d6tail, avec les ameliorations que nous y avons appor- 
t~es depuis. 

Rappelons qu'elle consiste k traiter la prot6ine par l 'hydrure double de lithium et 
d'aluminium, de sorte que seuls les groupes carboxyliques libres soient r~duits en groupes 
alcools primaires, ce mode de r6duction 6tant bas6 sur les t ravaux de NYSTROM ET 
BROWN s. L'identification des aminoalcools primaires ainsi obtenus se fair, apr~s hydrolyse 
de la prot6ine trait6e, puis s6paration de ces aminoalcools, par chromatographie sur 
papier; leur d6termination quantitative se fait par dosage au moyen de l'acide periodique. 
Cette m~thode n6c6ssite ainsi la connaissance du comportement, au cours de la chromato- 
graphie sur papier, de chacun des aminoalcools correspondant ~ chacun des aminoacides 
constituant la prot6ine. 

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

I. SYNTH~SE DE DIVERS AMINOALCOOLS ET ]~TUDE DE LEUR COMPORTEMENT 
AU COURS DE LEUR CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 

Saul la colamine, nous avons synth~tis~ les aminoalcools primaires par r~duction 
des esters ~thyliques des acides amines correspondant au moyen de l 'hydrure double 
de lithium et d'aluminium, selon la technique de KARRER, PORTMANN ET SUTER $ pour 
alaninol, sGrino!, thr~oninol, valinol, leucinol, isoleucinol, prolinol, phGnylalaninol, tyro- 
sinol, aspartidiol et glutamidiol, et de KARRER, SUTER ET V~ASER 4 pour histidinol. Le 
leucinol, d~crit 8 comme une huile, cristallise ~ la glaciate ell aiguilles fondant aux 
environs de 15°; d 'autre part, le thr~oninol, liquide, le valinol, cristallis~ ~ la glaci~re 
et liquide ~ la temperature ordinaire, l'isoleucinol et le glutamidiol, tous deux liquides, 
n'avaient pas encore ~t~ obtenus par cette vole. Nous avons appliqu~ ~galement la 
technique de KARRER, PORTMANN ET SUTER 8 ~ la preparation du lysinol et de l'argininol; 

Bibliographie p. a89. 



284 C. :FROMAGEOT et al. VOL. 6 (1950} 

mais il ne nous a pas ~t~ possible d'avoir ces deux aminoalcools k l'~tat pur par le mode 
de r~duction en question: les produits obtenus nous ont toujours donn~, ~ c6t~ des 
taches qui leur sont propres, d'autres taches par chromatographie sur papier. N~anmoins 
ces produits, quelqu'imparfaits qu'ils aient ~t6, nous ont suffit pour nous permettre 
d'etre surs de l'absence des deux bases hexoniques correspondantes comme acides 
amines terminanx dans l'insuline. 

La chromatographie sur papier de ces aminoalcools a ~t~ ~tudi~e dans divers 
solvants parall~lement k ceUe des aminoacides correspondants. Comme ces derniers, les 
aminoalcools peuvent ~tre r~v~l~s par la ninhydrine 5, 6, quoique la r~action soit IO 
2o lois moins sensible. Le prolinol donne avec la ninhydrine une tache jaune, comme 
la proline; il est donc preferable, pour r~v~ler cet aminoalcool, d'utiliser l'isatine qui 
fournit une tache bleue stable ~. Les r~sultats obtenus avec quelques solvants sont 
pr~sent~s dans le Tableau I. 

On voit que, avec les solvants utilis~s, les R F des aminoalcools sont sup~rieurs aux 
Rg des aminoacides correspondants. D'antre part, il apparait parfaitement possible, 
par l'emploi de solvants convenablement choisis, de caract~riser sans ambiguit~ chacun 
des aminoalcools. Les valeurs de RF indiqu~es dans le Tableau I sont ceUes des amino- 
alcools sous forme de bases libres; l'utilisation des aminoalcools sous forme de leurs 
chlorhydrates et la presence de sels min~raux sont susceptibles de modifier l~g~rement 
ces valeurs; cette remarque concerne plus particuli~rement le chlorure de lithium et le 
chlorure d'aluminium, entratn~s par l'~ther lors de l 'extraction des aminoalcools. I1 est 
facile de tenir compte de telles modifications par des chromatographies t~moins et des 
chromatographies mixtes. 

II. CARACT~RISATION DES GROUPEMENTS CABOXYLIOUES TERMINAUX DE L'INSULINE 

Nos investigations ont port~ sur des ~chantillons d'insuline cristaUis~e qui nous 
ont ~t~ offerts soit par la Maison Choay, Paris, (insuline ~ 2o U.I./mg) soit par Dr 
J. LENs, Organon, Oss (Pays-Bas) (insuline k 27 U.I./mg). Les r~sultats qualitatifs ont 
~t~ identiques dans tousles cas. Voici le mode op~ratoire suivi dans une des experiences 
portant  sur un ~chantillon d'insuline n~erlandaise, insuline de boeuf, ~ 27 U.I. /mg: 

3oo mg de la prot~ine finement broy~e et soigneusement s~ch~e sous vide, sont mis 
en suspension dans 5o rnl de N-~thylmorpholine additionn~e de o.o2% de z~phyrol 
(chlorure de dim~thyl-alkyl-benzyl-ammonium), pour favoriser la dispersion de la phase 
solide. Le tout est agit6 ~nergiquement (agitateur magn~tique), pendant qu'on y introduit 
goutte ~ goutte une solution de i6o mg d'hydrure double de lithium et d'aluminium 
dans 5 ° m l  de N-6thylmorpholine, l 'hydrure m~taUique utilis~ ici ~tant particuli~rement 
pur. L'op~ration se fait ~ 55 °, sous azote sec; elle dure 8 heures. Au bout de ce temps, 
on d~compose l 'hydrure subsistant par addition de quelques gouttes d'eau, puis on filtre 
sur Biichner. On ~limine soigneusement la N-~thylmorpholine par lavages ~ l'~ther du 
pr~cipit~ que constituent la prot~ine trait~e et le r~sidu mineral provenant de l 'hydrure 
m~tallique, puis on porte quantitativement ce pr~cipit~ dans un ballon oh la prot~ine 
est hydrolys~e par 3o ml d'acide chlorhydrique 6 N pendant 24 heures. L'acide chlor- 
hydrique introduit doit 6tre sensiblement plus concentr~ (environ 9 N) pour tenir 
compte de sa neutralisation partielle par les bases r~sultant de la d~composition de 
l 'hydrure m~tallique. Lorsque l'hydrolyse est terrnin~e, on ~limine l'acide chlorhydrique 
libre par des concentrations sous vide successives, alternant avec des additions d'eau 

Bibliographie p. 289. 



VOL. 6 (I95O) ~ o u P s s  .-COOH TERMINAUX DES PROT]~INES 285 

distill6e; finalement, le liquide r6siduel plac6 dans un exsiccateur est amen6 ~t l '6tat 
sirupeux, alcalinis6 ~ PH 9 -1°  Par quelques gouttes de soude concentr6e, le liquide 
6tant maintenu froid, puis absorb6 aussi compl~tement que possible par une quantit6 
convenable de "Hyflosupercel"*. La masse obtenue est extraite par l'6ther au soxhlet 
pendant 3 ° heures. A la solution 6th6r6e obtenue, on ajoute 5 ml d'une solution aqueuse 
d'acide chlorhydrique N/IS o, on 61imine l'6ther par 6vaporation, puis on complete par 
de l'eau le volume du liquide r6siduel k IO inl. C'est sur cette solution (solution IR) que 
l'on effectue les caract6risations et les dosages. 

Etude qualitative 

Une premiere s6rie de chromatographies sur papier en utilisant soit le solvant I, 
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Fig. I. Chromatographie sur papier 
de la solution IR, d 'une solution de 
chlorhydrate de colamine et  de chlor- 
hydrate  d'alaninol (Col + Ala) et  de 
la solution IT. D~veloppemeat par le 
solvant I (n-butanol 77 + acide ac6- 
t ique 6 + eau I7). R6v61ation pax la 

ninhydrine 

* Hyltosupercel (Johns Manville & 
s6ch6 ~ ilO% 

soit le solvant I I I  (voir Tableau I), permet d'ob- 
server l'existence de deux taches tr~s nettes, dont 
los R~ correspondent, ~ un l~ger d6calage pros, aux 
RF du chlorhydrate de colamine et du chlorhydrate 
d'alaninol respectivement. En outre il apparaR 
quelques taches plus faibles, ne correspondant 
aucun autre aminoalcool connu. 

Pour pouvoir identifier avec certitude la cola- 
mine et l'alaninol, nous avons op~r6 de la fagon 
suivante: x6o mg d'hydrure double de lithium et 
d'aluminium ont 6t6 d6compos~s par un pen d'eau; 
au produit r~sultant on ajoute 200 mg d'insuline, 
5 ml d'une solution aqueuse contenant 5.0 mg de 
colamine et 8. 9 mg d'alaninol, et 20 ml d'acide 
chlorhydrique 9 N. Le tout est maintenu ~ l'~bulli- 
tion ~ reflux pendant 24 heures. Au bout de ce temps, 
on continue les operations comme dans le cas de 
la r6duction proprement dite de l'insuline. On ob- 
tient ainsi la solution IT. 

Sur une m~me feuilie de papier on effectue 
parall~lement la chromatographie de la solution IR, 
de la solution IT, et d'une solution aquense des 
chlorhydrates de colamine et d'alaninol. Los r6sul- 
tats, tr~s nets, sont illustr6s par la Fig. I. 

Ces r~sultats montrent que: 
I. Les taches i '  et 2' donn6es par la solution 

.IT, et qui correspondent respectivement au chlor- 
hydrate de colamine et au chlorhydrate d'alaninol, 
sont l~g~rement d6cal~es vers le haut par rapport 
aux taches I e t  2 donn~es par la solution pure des 
m~mes chlorhydrates. Ce d6calage est due aux sels 
contenus dans la solution IT, sels dont nous avons pu 
en effet constater la presence, et qui sont los m~mes 
et en m~me quantit~ que dans la solution IR. 

Co, New-York) purifi6 pax lavage ~ l 'eau et  ~ l'~ther, puis 
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T A B L E A U  I 

VALEURS DES R F DE DIVERS AMINOALCOOLS PRIbIAIRES ET 
DES AMINOACIDES C0RRESPONDANTS 

Solvant I: n-butanol 77 + acide ac4tique 6 + eau 17 
Solvant II : n-butanol satur6 d'eau contenant o.1% de NH s 
Solvant III: ph6nol satur6 d'eau contonant o.i ~o do NH 8 

Pap ie r  W h a t m a n  n ° I 
T e m p 6 r a t u r e  e ~  22 ° 

Glycocolle  
Co lamine  

A lan i ne  
Alan ino l  

S6rine 
S4rinol 

Th r6on ine  
Thr6onino l  

Va l ine  
Val inol  

Leuc ine  
Leucinol  

Isoleucine  
Isoleucinol  

Pro l ine  
Prol inol  

P h 6 n y l a l a n i n e  
Ph6ny l a l an i no l  

Tyros ine  
Tyros ino l  

Ac. a spa r t i quo  
Aspar t id io l  

Ac. g l u t a m i q u e  
Glu t amid io l  

Lys i ne  
Lys ino l  

Arg in ine  
Argin inol  

H i s t i d i ne  
Hi s t id ino l  

RF 

I II  

0.07 0.06 
O. I8  O.15 

o.13 o.12 
o.25 o.23 

0.o6 o.06 
o.16 o.15 

o . io  0.09 
o.17 o.31 

o.3o o.24 

Ill 

0.33 
0.74 

0.56 
0.83 

0.32 
o.69 

o.48 

0.77 
0.40 

O.46 
0.53 

0.44 
0.50 

o.I 5 
0.28 

o.39 
0.54 

0.49 

o.44 
o.63 

0.39 
o.63 

o.I 4 
0.26 

O.44 
0.7 ° 

t~dI 

O.8I 

0.82 

o.88 

o.82 

o.21 0.24 
0.40 0.54 

0.05 O.O1 

o.19 0.23 

0.09 O.O1 

O.2I 0.23 

0.02 O.OI 

0.08 0.07 

0.04 0.03 
o.o8 o.o 7 

o.o 3 o.o 7 
0.08 o.I2 

0.59 
o.81 

O.I 7 
0.82 

0.23 
0.85 

0.53 
0.78 

0.68 

0.64 
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2. Les taches I"  et 2" donn~es par la solution IR, dont les Rt~ sont identiques 
ceux des taches x' et 2' peuvent ~tre ainsi attribu6es avec certitude au chlorhydrate 

de colamine et au chlorhydrate d'alaninol, respectivement. 
3. Parmi les taches autres, les taches a et b se trouvent avec la solution IT  comme 

avec la solution IR; elles ne tdmoignent donc pas de la pr6sence d'autres aminoalcools 
clue la colamine et l'alaninol. La tache c, qui n'est donnde clue par la solution IR poss~de 
un Rt~ sup6rieur ~ ceux de tous les  aminoalcools et aminoacides connus; elle est due 
probablement ~t quelque artefact. 

Etude quantitative 
Nous avons effectu6 sur la solution IR et sur la solution IT les dosages suivants: 

Azote total (Kjeldahl); azote de rammoniae d6gag6 par action de l'acide periodique, 
sur rensemble des aminoalcools, selon la technique appliqu6e par MARTn~ ET SYNG# 
anx aminoacides hydroxylds; ac6tald~hyde form6 par action de l'aeide periodique sur 
l'alaninol, cet ac~tald6hyde ~tant recueiUi e t  dos6 par iodom6trie, d'apr~s la technique 
utilis6e par WINNICK 9 darts le cas de la thr6onine; ions ehlore x0. La eolamine est caleul6e 
par diff6renee. En ee qui coneeme le dosage de l'ae~tald6hyde, qui permet de d~terminer 
l'alaninol, il eonvient de remarquer que eet aldehyde est ici le seul ald6hyde volatil 
auquel on puisse avoir k faire; son dosage par iodom~trie est done parfaitement justifi6. 

Les chiffres obtenus sont donn~s clans le Tableau II. 

TABLEAU II  

¢tTUDE QUANTITATIVE DES AMINOALCOOLS FORMI~S PAR RI~DUCTION DE L'INSULINE 

Explications dans le texte. 

N total (rag) 
Thdorique 
Trouvd 
Trouvd ~/o 

N de N H  s (mg) 
Thdoriquo 
Trouv6 
Trouvd ~/o 

Alaninol (mg) 
Thdorique 
Trouv6 
Trouvd ~/o 

Colamine (rag) 
Thdorique 
Trouv6 
Trouvd ~/o 

Cl- trouvd (rag) 

IT IR IR cor. 

2.72 
1.62 
60 

2.72 
1.47 
54 

8.90 
2.80 
32 

5.00 
4.20 
84 

i i o  

x.4 o 
0.76 
54 

1.4o 
o.69 
49 

3.75 
x.3o 
35 

3.05 
2.30 
72 

i i o  

1.4o 
1.26 
90 

1.4o 
1.28 
9I 

3.75 
4.06 
Io8 

3.05 
2.74 
9o 

D'apr~s ces chiffres, il apparatt tout d 'abord que la r~cup~ration des aminoalcools 
de la solution IT  est loin d'etre quantitative; des experiences faites ~ ce point de vue 
nous ont montr~ que les pertes en les aminoalcools ~taient dues d'une part ~ leur 
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volatifit6 au moment des 6vaporations, volatilit6 qui, m~me en pr6sence d'acide chlor- 
hydrique peut provoquer des pertes atteignant 4o% de la quantit6 totale des amino- 
alcools pr6sents, et d'autre part  ~ l'imperfection de l 'extraction proprement dite. Nous 
cherchons actuellement ~ rem~dier ~t ces d6fauts; mais d6j~ les r6sultats obtenus avec 
la solution IT fournissent des facteurs de correction permettant  d'~valuer la quantit6 
des aminoalcools initialement presents dans l 'hydrolysat de la prot6ine r6duite, k partir  
de la quantit6 pr6sente dans la solution finalement obtenue (solution IR). 

L'application de ces facteurs aux r~sultats correspondant tt la solution IR donne 
les chiffres indiqu~s sous la colonne " IR  cor.",  on voit que ceux-ci sont tr~s voisins des 
valeurs calcul6es en supposant qu'il se forme par r~duction 2 mol6cules de colamine 
et 2 mol6cules d'alaninol par mol6cule ~l~mentaire (12,ooo g) d'insuline. La r~duction 
des groupes carboxyliques lihres en groupes alcools primaires parait donc avoir 6t6 
quantitative. 

DISCUSSION 

Les r~sultats du pr6sent travail montrent que dans la mol~cule ~l~mentaire d'in- 
suline deux mol~cules de glycocolle et deux molecules d'alanine ont leurs groupes 
carboxyliques fibres. Or SANGER n a mis eu 6vidence le fait que la molecule 61~mentaire 
d'insuline, de poids mol~culaire voisin de 12,ooo, est constitute par quatre sous-~l~ments, 
chacun de ces,sous-~l~ments 6rant une chalne peptidique reli~e aux autres par des ponts 
disulfure; ces chalnes peptidiques sont deux ~ deux identiques ou tout au moins ex- 
tr~mement voisines. Dans deux de ces chalnes peptidiques, correspondant ~ la fraction A 
de SANGER, l'acide amin6 initial, ~ groupe amin6 fibre, es t l e  glycocolle; dans les deux 
autres, correspondant ~ la fraction B, c'est la ph~nylalanine. Ainsi, il n'existe en tout 
dans la molecule 61~mentaire d'insuline que deux acides amines iniliaux diff6rents, 
repr~sent~s chacun par deux mol6cules. Il appara~t donc particuli~rement int~ressant 
de ne trouver ~galement dans la m~me mol~cule ~l~mentaire que deux acides amin6s 
l~minaux, ~ groupes carboxyliques libres, ie glycocolle et l'alanine, et qui ne sont aussi 
repr6sent~s chacun clue par deux molecules. Ce r~sultat apporte un argument de plus 

l'identit6 des chalnes peptidiques dans chacune des fractions A et B de SANGER. 
D'autre part, on peut attribuer d~s maintenant l'alanine terminale aux chalnes pepti- 
diques de la fraction A e t  le glycocolle terminal ~ celles de la fraction B, car, d'apr~s 
SANGER TM, lea chalnes peptidiques de la fraction A, dont le glycocolle constitue l'acide 
amin6 initial, ne contiennent pas d'autre mol6cule de glycocolle. 

La d6tection de l'alanine comme acide amin~ terminal dans l'insuline confirme en 
outre les r6sultats obtenus par LENS xs avec une tout autre technique. 

L'un des points les plus importants dans la pr~sente m6thode de caract~risation, 
dans les prot6ines, des acides amin6s terminaux ~ groupes carboxyliques fibres, est que 
les liaisons peptidiques ne soient pas scind6es au cours de la r6duction par l 'hydrure 
m6tallique. Une preuve qu'une telle scission n'a pas lieu est le fait que la r6ductiou, 
comme eUe est r6alis6e ici, ne fournit que les deux aminoalcools en question, et seulement 
en les quantit~s indiqu~es, alors que sill y avait scission de liaisons peptidiques on trou- 
verait plusieurs autres aminoalcools, et vraisemblablement en proportions plus ~lev~es. 

Nous exprimons tous nos remerciements ~ Professor SCHLESINGER, University of 
Chicago, qui nous a aimablement offert des 6chantillons de divers hydrures m~talliques; 

Professor WELDON G. BROWN, University of Chicago, qui nous a donn6 de pr6cieux 
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conseils sur l'emploi de ces divers hydrures, notamment de l'hydrure double de lithium 
et d'aluminium; k Dr CHOAY, Paris et ~ Dr LENS, 0ss, auxquels nous devons les ~chan- 
tillons d'insuline cristallis~e. Nous tenons ~ remercier tout sp6cialement Dr E. LEDEm~R, 
Institut de Biologie, Paris, pour l'int~r~t qu'il a t~moign~ k ce travail, infarct qui s'est 
maniiest~, notamment, par d'importantes suggestions. 

R~SUM~ 
La mdthode prdconisda consiste ~ traitor la protdine dtudido par  rhyd ru ro  double de l i th ium 

et  d 'a luminium, au soin de N-dthylmorpholino, de sorte que seuls los groupos carboxyliquos libres 
soieut rSduits ou groupes alcools prim~iros. L' identification des aminoalcools primaires ainsi obtenus 
so fait, apr~s hydrolyse do la prot6ino traitde, puis extract ion de cos aminoalcools, par  chromato- 
graphie sur papier;  leur ddterminat ion quant i ta t ive  so fair par  dosage au moyen de l 'acide pe.riodique. 

Appliqudo ~ l 'insuline, cotte mdthode a montr6 que, dans la moMculo dldmentaire d ' insuline 
do poids m~ldculaire voisin de i2,ooo, deux moMculos de glycocolle et  deux mol6culos d'alanin~ oat  
leurs groupos carboxyliquos libros. L'alanino torminalo appar t ient  aux cha~nos peptidiquos de la 
fraction A do SANGER, et le glycocolle terminal  ~ cellos do la fraction B. 

Los valeurs des R F de quinzo aminoalcools dane divers solvants ont  dtd ddtermin6os. 

SUMMARY 

A method is described in which the  protein under  invest igation is t rea ted  wi th  hydride of 
l i th ium and  a luminium (LiA1H4) in a suspension of N-ethylmorpholine. By th is  method, the free 
carboxyl groups only are reduced to pr imary alcohol groups. The identif ication of the  pr imary 
amino-alcohols thus formed is carried out  by paper  chromatography after hydrolysis of the  protein 
and subsequeat  extract ion of the amino-alcohols. Their  quant i ta t ive  de terminat ion  is effected with 
the  help of periodic acid. 

Application of this  method to insulin shows tha t  in  the  e lementary un i t  of insulin (molecular 
weight about  i2,ooo) two molecules each of glycocoll and alanine possess free carboxylic groups. 

The terminal  alanine belongs to the peptide chains of SANGER'S fraction .4, the  terminal  glycocoll 
to  those of fraction B. 

The RF values of fifteen amino-alcohols in various solvents have been determined. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die beschriebene Methode besteht  darin, das zu analysierende Protein, suspendiert  in  N-~thyl -  
morpholin, mi t  Li thium-Aluminiumhydrid (LiA1H~) zu behandeln und dadurch ausschliosslich die 
freiea Carboxylgruppen zu prim~ren Alkoholgruppen zu reduzieren. Die so erhal tenen prim~ren 
Aminoalkohole werden, nach Hydrolyse dos behandel ten Proteins und darauf folgender Extrakt ion,  
mittels  der Papierchrom~tographie identifiziert. Die erhal tenen Aminoalkohole werden quant i t a t iv  
mi t  Perjods~ure bestimmt. 

Die Anwendung dieser l~Iethode auf Insul in  fiihrt zu der Erkenntnis ,  dass in  dec Insulin- 
Elementarm)lekel  mi t  dem Molekulargewicht yon ungef~hr i2,ooo, zwei Molekiile Glykokoll und 
zwoi M)lekfile Alanin ihre Carboxylgruppen frei haben. Das endst~ndige Alanin  geh6rt zu den 
Pept idket ten der SANGERschen Frakt ion ,4, das endst~ndigc Glykokoll zu denjenigen der Frakt ion B. 

Die RF-Werte yon ffiafzehn Aminoalkoholen in verschiedenartigen L6sungsmitteln wurden 
best immt.  
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