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167. Ultramicrodosage de l’azote total des polypeptides 
et des acides aminks, 

isolCs de chromatogrammes ou d’Clectrophorogrammes sur papier 
par Pierre Baudet e t  Emile Cherbuliez. 

En hornmage au Prof. T .  Reichstein B I’occasion de son 60e anniversaire. 

(29 V 57) 

Le dosage de l’azote total des polypeptides et des acides aminks, 
obtenris en faible quantitb par Blution dc chroma#togrammes et d’6lec- 
trophorogrammes sin papier, doit s’adresser a line ultramicrom6thode : 
en effet, il s’agit de travailler avec de trBs faibles volumes et avec des 
cpntitBs d’azote 2t doser, voisincs du microgramme. Elle doit en 
outre se prkter aux ddterminations en s4rie. 

Dans les travaux de sBparation des polypeptides et des acides 
aminks que nous rBalisons dans notre laboratoire, nous recueillons des 
4luats de 0’6 B 0,7 ml contenant 25 B 350 pg d’azote. Pour perdre un 
minimum de substance par l’analyse, il est souhaitable qu’on puisse 
effectuer le dosage de l’azote tot’al, danx chacun des Bluats obtenus dans 
des series de 16 a48 Bchantillons, avec des prises de 10 pl reprksentant 
done 1,s 2t 2% du volume des Bluats et contenant 0,5 B 8 pg d’azote 
total. 

Les ultramicromi.thodes qui existent dejh donnent satisfaction en ce qui concerne 
la precision ct  la sensibilite. On procbde toujours 8. une dksagrbgation sulfurique. Les con- 
ditions de cette dbsagrkgation ont 6th irtudikes. Lazote ammoniacal forme est dosk par 
titrimbtrie aprhs shparation par diffusion. 

D. Bruel et co1lab.l) dkcrivent une excellente mkthode (dhsagrkgation en tube 
ouvert). 

E. R. Tornpkins & P. L. Kirk2) dbterminent 1 A 20 p g  d‘azote aprbs une di.sagr6- 
gation en tube ouvert 8. environ 300O. Un ultramicrodosage de l’azote a &ti. rkalis6 par 
P. J .  Grunhaum et ~011.~) aprbs une dbsagrhgation de la substance organique en tube 
scellb, comme Ic prbconisaient d k j i  L. M. White B M. C. Long4), dans de I’acide sulfurique 
sans catalyseur. 

Aucune des rnkthodes citBes ne nous parut pouvoir &re appliquee 
aux dosages en sdrie de l’azote total des polypeptides et des acides 
aminda isolks par chromatographie et par @lectrophor&se : quoique bien 
4laborBes et prkcises, elles exigent trop de temps et de travail. C’est 
pourquoi nous avons mis au point le procBd6 suivant. 

l) D. Bruel, H .  Holter, K. Linderstrom-Lang & K.  Rozitz, C. r. Trav. Lab. Carlsberg, 

2, E. R. Toinpkins & P, L. Kirk, J. biol. Chemistry 142, 477 (1942). 
3) P. J .  Grunbaum, E”. L. Shaffer & P. L. Kirk, ,4nal. Chemistry 24, 1487 (1952). 
4)  L. M .  White & M .  C. Long, Anal. Chemistry 23, 303 (1951). 

S6r. chim. 25, 289 (1946). 
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Son principe repose sur la digestion de la substance organique 
dans 10 pl d’acidc sulfurique 1:l dam u11 capillsire k G O o  durant 
30 min. et sur le dosage colorimdtrique (ninhydrine) de l’ammoniac 
formit. 

Les volumes trds rkduits avec lesquels nous opdrons demandent 
des manipulations trits BtudiBes, car il est essentiel de rdduire les 
pertes avant et aprits la dbsagrhgation. Nous y parvenons, d’une part, 
B l’aide d’une ultramicropipette (voir fig. 1) de 10 p1, en polyhthyl&ne, 
que l’on doit B M .  Xanx5) et qui permet des prklhements rapides avec 
une pr6cision de f 0’3 et, d’autre part, t ~ u  moyen d’une standardi- 
sation de toutes les manipulations effectudes avec les tubes capil- 
hires6). 

Fig. 1. 

Le tube capillaire en poly6thyl$ne (A. gauche, en noir) 
est calibre pour contenir 10 p1 (f 0,30/,). 

I. Dhagrkgution. 
R&ctifs: lo Rkactif de dhsagregation: on dissout 1 g de chlorure mercurique puriss. 

dans 250cm3 d’eau distillbe et  l’on introduit dans cette solution, A froid, en agitant, 
250 em3 d’acide sulfurique pro analysi Merck, d = 1,89. Pour protirgera! reactif des con- 
taminations atmospheriques, on le tient sous une cloche de verre dans laquelle se trouve 
un cristallisoir contenant de l’acide sulfurique concentre. 

Micropipette de Sanz5) ( grandeur naturelle). 

2” NaOH 0,l-n. 
Appareilluye. Capillaires en pyrex de 0,6-0,7 mm de 0 int., 5 mm de @ ext. e t  de 

120 mm de long, &tires d’un cBt6 en une pointe fine, ouverts aux deux extrkmites. 
Le four de dhsagrBgation cst rectangulaire, 4 3 ~ 1 5 x 1 5  em. Le corps de ehauffe 

est constitue par deux bobinagcs d’une resistance donnant chacune 450 W A 190 V. La 
regulation de la temperature est assuree par la dilatation d’une barre d’acier de 50 cm 
de long et de 1,2 em de 0, dans laquelle est p1aci.e une barre de quartz de m&me longueur 
et de 1 cm de O, qui dirclenche ou enclenche un microrupteur (Miltac XOND). La tem- 
perature peut &re reglee A. 450” & 2”. Un plateau en matiere incombustible peut recevoir 
50 capillaires. 

Ultramicropipette de 10 pl, de Sunz5) (fig. 1). 
Tubes A. centrifuger, en pyrex, de 15 x 180 mm, sans bord. 
Support en aluminium pour 50 tubps. 

Mode opkrutoire: 10 pl  de l’hluat, prhleves avec Pultramicropipette de Sanz, sont 
introduits dans un godet de verre de 8 mm de diambtre inthrieur. On rend le milieux 
0,05-n. en NaOH en y introduisant 10 pl de NaOH 0,1-n., et hapore les 20 p1 sous un 
vide de 15 Torr par skjour sur de la potasse, ce qui dure environ 15 min. Ce traitement 
est destine A. degager les amines volatiles telles que l’ammoniac contaminant de l’atmo- 

5 ,  M .  Sanz, Clinical Chemistry, Kew York 1957. 
. 6, M .  Sanz (communication personnelle) a d@jA preconise des manipulations sem- 

blables de capillaires. 
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sphhre 011 la pyridine provcnaiit des tampons uti1isi.s en itlectrophor6se sur papier. Pour 
la dbsagrbgation, le riisidu dans le godet est, repris par 10 pl de rhactif de ditsagritgation 
(10) .  Pour itviter tout danger de contamination de cette solution acide par des bases vola- 
tiles dont les vapeurs pourraient Btre prhsentes dam l’air. cette solution est aussitbt aspi- 
rite, par le seul effet de la capillaritk, dans un capillaire dont on introduit la pointe btirbe 
clans l’angle d u  godet tenu incline (voir fig. 2, a). Comme les rbsultats des dosages l’indi- 
quent (tableau I), la quasi totalitb des dits 10 p1 de la solution se trouvent ainsi introduits 
dans le capillsire oil ils forment une colonne d‘environ 25 mm. Pour pousser la colonne 
vers le milieu du  capillaire, on retourne ce dcrnier e t  le tape verticalement sur une plaque 
de polybthylhe par de li.g$res secousses (fig. 2, b). Ensuite on pent fermer l’extrbmiti. 
lion effilhe du capillaire au chalumesu a l’oxyghe (Pyrex!) sans que le contenu du capil- 
laire sorte. 11 faut naturellement b i t e r  de cbauffer le reste du tube. Pour pouvoir fermer 
ensuite l’extrbmiti. effiliie sans perte de substance, il est nbcessaire de repousser le liquide 
vers l’autre extrkmitb. On y parvient par une centrifugation de quelques secondes du 
rapillaire clans m e  centrifugcuse It main (riisultat, voir fig. 2, c). La pointe est alors 

Fig. 2.  
Diverses phases du maniement de la prise dans le capillaire de diisagriigation. 

(Dans la fig. 2g, le capillaire n’a pas iitb glissii jusqu’au fond du tube, 
en vue de l’obtention d’une image photographique plus nette.) 

mudbe (fig. 2, d). Le capillaire est introduit dans le four de dbsagrbgation port6 B 4500 
& 2 O  et y est maintenu durant 30 min. La reaction terminbe, le contenu des tubes est 
incolore. Si ce n’est pas le cas, la dhsagrbgation A 450O peut &re prolongbe sans inconvb- 
nient (voir plus bas {(Discussionn). Sous l’effet de la chaleur, la colonne de liquide s’est 
fragmentite (fig. 2, e). Avant d’ouvrir le capillaire par son extrbmit6 arrondie, il est nk- 
cessairc de repousser tout le liquide a 1’extri:mith effilbe, ce qu’on rbalise, coinme plus haut, 
par une centrifugation manuclle de quelques secondes (fig. 2, f). Pour diibarrasser extii- 
rieurement le capillaire des sels d’ammonium pouvant provenir des poussihres de ]’air, 
il eat plongii dans une solution de soude caustique 0,01-n., puis roulit sur une feuille de 
papier a chromatographie. Ensuite le capillaire est coup6 en biseau par un trait de lime 
oblique, Q une distance de la pointe effilite des environ de sa longueur, puis le tronpon 
contenant le liquide est glissb, l’ouvcrture en bas, dans un tube A centrifuger la& prb- 
alablemcnt par de la soude caustique 0,Ol -n. e t  soigneusement Bgouttb (fig. 2, g). Le tout. 
est centrifiig6 3 min. & 1500 t/min dans unc centrifugeuse angulaire. Le liquide sort ainsi 
quantitativement du capillaire e t  se trouve dbposh sur le fond du tube sans en toucher les 
parois laterales. GrLce a la coupure en biscan, le liquide ne remonte pas dans le capillaire. 
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Ce n’est qu’en respectant soigneusement, tom les details ci dbcrit,s qu’on obiient 

Pour le dosage, les tubes sont placbs dam 1e support. 
des resultats corrects. 

11. Dosage colorimdtrique de l’ammoniac. 

Rdnctifs: lo Xinhydrine puriss. Dougherty7). 
2O Hydrindantine puriss. prepar6e b partir de la ninhydrinc scloii le proc6d6 de 

Moore 6: Steins). 
3” Tampon de pH 5,4 prepare en dissolvant 1088 g d’acbtate de sodium crist. puriss. 

dans 800 om3 d’eau et 200 om3 d’acide acktique glacial pour analyse. Ce melange est diluB 
a 3 litres par de l’eau distillke. Le tampon acetate ainsi prkpar.6 est env. 2,7-m. en ac6tate. 

4 O  Melange d’kthanol a 96% et  d’eau 1 : 1 en vol. 
5 O  Methylcellosolve puriss. sans peroxyde. 
6O MBlange ninhydrine-hydrindantine: on dissout 500 mg de ninhydrine et 25 mg 

d’hydrindantine dans 17,5 em3 de m6thyl6thyl-cellosolve; lorsque tout est dissous, on 
ajoute 7,5 cm3 du tampon acetate: la solution devient rouge cerise. A prkparer extempo- 
rankment . 

Appareillage: Capuchons en aluminiumg). Bain-marie ferm6 par un couvercle muni 
d’une cheminee refroidie par une circulation d’eau et  servant a condenser la vapeur d’eau. 

Bain a circulation d‘eau courante pour refroidir les solutions apr& la rkaction. 
Mode opkratoire: Dans chaque tube ayant r e p  le contenu d’un capillaire on intro- 

duit 2 cm3 du rkactif A la ninhydrine l’aide d’une burette de 50 cm3; apr&s avoir coiffb 
les tubes d’un capuchon en aluminium pour les protkger des poussi&res, on plonge le sup- 
port dans le bain-marie bouillant dans lequel il sejournera 15 min. Ensuite on plonge le 
support 10 min dans le bain a eau froide circulante. On dilue alors chacune des solutions 
colorkes, par l’addition de 5 om3 du melange kthanol-eau (1 :l), a l’aide d’une burette ou 
d’une pipette automatiquelO) ; on homogeneise le melange et determine sa densit6 optique 
A 540 mp au photocolorim&tre (p.ex. le Klett-Summerson). La correction necessaire pour la 
valeur du blanc caractbristique du reactif et pour la faible quantitb d’ammoniac qui a pu 
He fixer sur  I’acide sulfiirique 1 : 1 utilis.6 comme agent de dbsagrbgation, est determinee 
sup la moyenne de deux prises de 10 pl portees en tube capillaire et soumises au mbme 
traitement que les autres prises. Nous avons bas6 nos calculs sur  des moyennes de chaque 
fois 4 prises, mais l’excellente reproductibilite des rksultats (voir tableaux 3 et 4) autorise 
a diminuer ce nombre de moitib. 

L‘ensemble de toutes les operations peut 6tre exbcutb en 5 h avec un lot de 50 
capillaires. 

Discussion: L’avantage de la desagregation en capillaire ferm6 
sur la desagrkgation en tube onvert pour un ultramicrodosage d’azote 
tient B plusieurs facteurs : 

lo en tube capillaire fermb, le milieu est B l’abri des contamina- 
tions atmosphbriques par les sels d’ammonium durant toutes les ma- 
nipulations ; 

2O le travail avee de trks faibles volumes est possible sans pertes 
appreciables ; 

3 la dbsagregation est particuliitrement rapide parce que les 
prises atteignent trks vite les temperatures d6sir6es. 

7, Dougherty Chemicals, 131st St., Richmond Hill, N. Y., USA. 
*) 8. Moore & W .  Stein, J. biol. Chemistry 21 I ,  907 (1954). 
9, Ludi Metallwarenfabriken, Flawil, SG. 

lo) J .  E .  Gerber, Ausstellungsstrasse 88, Zurich. 
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4O le contr6le de la tempdrature dans le four peut se faire avec 
line grande pr4cision, ce qui est trks important puisqu’au-dela de 470 
il se produit des pertes en ammoniac3). 

Les caracteristiques des capillaires ont &B choisies en fonction 
des 10 i(d qu’ils doivcnt contenir pour les dosages. Au diamPt’re intk- 
rieur de O,B A 0,s mm correspond unc force capillaire telle que par son 
seul effet la totalit4 des 10 p1 est aspirde; lo diamktre extkrieur de 
5 mm leur assure une solidit4 suffisante sans qu’il en rksulte aucune 
gene pour la fcrmeture des tubes au chalumeau; leur longueur de 
120 mm permet d’kviter toute transmission de la chaleur au liquide, 
lors de la fermeturc de leurs extr4mitGs (fig. 2, b). L’emploi de verre 
au borosilicatc (Pyrex) supprime pratiquenient tout danger d’Gcla- 
tement B la tempkrature de desagrkgation et permet d’obtenir des 
rdsultats reprodnctibles et corrects. 

La tempdrature de la d4sagrbgation est un facteur critique des 
mdthodes de destruction de la matiere organique pour le dosage de 
l’azote. Une tempkrature trop peu BlevPe ne permet pas une destruc- 
tion suffisamment rapide de la matihe; une tempdrature tsop Blev6e 
conduit Q des pertes en ammoniac, vraisemblablement par suite de 
formation d’azote 414mentaire. J .  P. G r u n b a u i ) ~ ~ )  constate m e  perte 
croissante en ammoniac aprPs 6lBva tion progressive de la tempBrature 
au-dessus de 470°, lorsqu’il chauffe quelques pg de sulfate d’ammo- 
nium dans 35 pl  d’acide sulfurique pur, en tube scell6. Par ailleurs, il 
ne remarque aucune destruction dc l’ammoniac lors de la chauffe k 
-1700 de sulfate d’ammoniam en prdsence de saccharose. Pour 4viter 
tous risques de pertes semblables, nous avons choisi une tempkrature 
de desagrkgation de 460° & 2 O ,  soit de 20° infkrieure B la tempdrature 
qui, d’aprbs les experiences de Grunbaui?~, serait tout juste admissible. 
Effectivement, nous ne constatons aucune perte de XH,, ni en pr4- 
sence, ni en absence de substances organiques (voir tableau 1). 

Tableau 1. 
Dosage de l’azote de sulfate d’ammonium, en pg, 

avant et aprhs les operations de d6sagr8gation. 

Valeurs individuelles Mo y enne 

2 

8 

Les nmines volatiles, p. ex. la pyridine ou la pipdridine prdsentes 
aans les Bluats de chromatogrammes de polypeptides, doivent &re 
chasskes dc la prim par une alcalinisation temporaire. Nous devions 

2,04; 1,97; 2,OO; 1,W 1,99 

7,98; 8,07; 8,16; 7,90 8,03 



pg  N presents 

2 l 4  
p g N  moy- p g K  moy- 

trouvk enne trouvk enne 
1,99 3,96 
2,OO 2,04 4,11 4,03 
2,12 4,Ol 

1,99 3,90 
1,96 2,03 3,90 3,92 
2,14 3,97 

1 prockdks 1 

pas d’alcalinisation 
prkalable de la prise 

alcalinisation prkalable 
de la prise . 

Grhce a l’addition, l’acide sulfurique, de chlorure mercurique 
comme catalyseur, on arrive a une liberation complete de l’ammoniac 
de la matiere organique par chauffe de 30 min Q cette temperature 
(voir tableau 3 ) .  Sans catalyseur, la dBsagrBgation Q 450°, pendant 
30 min, est tout k fait incomplhte. 

Les rBsultats des ultramicrodosages de l’azote total de diffdrents 
acide saminBs et de polypeptides de synthese ainsi que de polypeptides 
naturels sont en bon accord avec les rBsultats du micro-KjeZdahZ. Ces 
derniers dosages ont 8tB effectuks aprBs un traitement prBalable des 
prises des substances B tester, par de la magnBsie en suspension aqueuse 
a Bbullition. Cette opBration avait pour objet d’bliminer les bases 
volatiles des prises considQdes, rendant ainsi les deux mkthodes com- 
parables. La puret8 des peptides de synthbse du tableau 3 a B t B  dBter- 
minBe non seulement par micro-EjeZduhZ sans traitement alcalin pr8- 
alable, mais encore par le dosage de leur azote cc-aminB selon JIoore & 
Stein 8). 

La reproductibilitk de notre mBthode a encore 6th Btablie sur un 
grand nombre de dosages effectuBs sur des Bluats de chromato- et 
d’Blectrophorogrammes contenant des polypeptides de divers hydroly- 
sats enzymatiques de casdine. Ces polypeptides Btaient soit basiques 
soit neutres. Dans le tableau 4, nous montrons quelques exemples dt! 
ces dosages avec les lectures colorimktriques a l’klectrophotombtre 
Klett-Summerson, montrant la bonne concordance des dosages indi- 
viduels d’une m6me solution. 

102 

8 

p g N  moy- 
trouve enne 

7,97 
7,99 8,Ol 
8,07 

7,95 
7,98 7,96 
7,96 
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En ce qui eoncerne le rBactif colorimetrique de l’ammoniac, nous 
le devons B Hoored? Steins). Cependant, nous avons rBduit la quantitb 
d’hydrindantine par rapport B celle de ninhydrine en adoptant le 
rapport 1:20 au lieu de 1 : 7  afin de diminuer les valeurs colorimb- 
triques donnites par les blancs. Cet abaissement de la concentration de 
l’hydrindantine n’a pas d’influence sur l’intensite de la coloration 
provoqude par I’ammoniac. Nous avons Bgalement diminue la concen- 
tration du tampon acetate de sodium, de 4-m. en acetate B, 2,7-m., 
afin d’kviter des cristallisations de celui-ci dans les tubes de dosages. 
Le mBthylbthylcellosolve utilise comme solvant pour le rBactif 21, la 
ninhydrine doit &re sans peroxyde pour 6viter que la coloration 
violette caracteristique de la reaction ne devienne rougeAtre et que 
la loi de Beer-Lambert ne soit plus respectee. Le melange final nin- 
hydrine-hydrindantine n’est pas trBs stable, l’hydrindantine s’oxydant 
m&me sous une atmosphBre d’azotc. Pour cette raison, nous preparons 
extemporanement un volume de ce rBactif, suffisant pour le nombre 
de dosages prBvus. Quant au chlorure mercurique du reactif de desagre- 
gation, il nc g6ne pas dans les quantitks utilisees (peut-6tre parce 
qu’il est rbduit par l’hydrindantine). 

I1 est recommand6 de verifier toutes les semaines la qualite des 
r4actifs par dtalonnage, p. ex. avec une solution standard de sulfate 
d’ammonium (p. ex. 8 mg N/l). 

Avec le photocolorim&tre KZett-Bu?nnLersorL utilise par nous, la 
quantite maximum d’azote dosable avec precision se situe aux envi- 
rons de 8 pg par prise. 

Quant B la precision, l’4cart d’avec les mleurs calculees (sol. de 
sulfate d’ammonium) ou les resultats des micro-Kjeldahl, n’a jamais 
depassb 2% pour 8 p g  d’azote (voir tableaux 1 et 3).  

l’appui a permis la rPalisation dc ce travail. 
L’un de nous (P.B.) remercie le Fonds National de la Recherche sc i en t i f ipe  dont 

SUMMARY. 

After degradation a t  450°C in sealed capillary tubes with sulfuric 
acid 1 : 1 (v : v) containing 0’2 yo mercuric chloride, the amino-acid and 
polypeptide nitrogen (I t o  8 pg) in 10 p1 of eluate can be assayed by 
colorimetry with ninhydrine. The exact procedure used is described. 

Lahoratoire dc chimie organique et pharmaceutique 
de l’Universit6 de GenBve. 


