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149. Etude de structures peptidiques B l’aide du phhylisothiocyanate 
VI [l] l). Chromatographie sur couche mince de phhylthiohydantolnes 

derivhes d’acides aminhs 
p a r  Emile Cherbuliez, Br. Baehler e t  J.  Rabinowitz 

(2. \7 64) 

Your la sCparation et  l’identification des phknylthiohydantoines derivCes d’acides 
aminks, la chromatographie sur couches minces de silice2) prCparCes selon STAHL [Z] 
a rendu de tr&s bons services [lj [Z]. Dans ce mCmoire, nous rendrons compte d’essais 
tendant B amkliorer encore le procCdC, et ceci sous les aspects suivants: 

I.. -- Mode de prifiaratioia des plaques. Dans la prCparation des couches, nous avons 
remplacC le procCdC proposC par STAHL [3] (dtalement, B l’aide d’un appareil, d’une 
suspension Cpaisse de l’adsorbant mClangC 2 un liant), par celui de HORHAMMER et al. 
[4j qui consiste 8. verser une suspension de l’adsorbant dans un solvant volalil sur une 
plaque et i laisser le solvant s’kvaporer. 

Ides plaques dc verre servant de support en chromatographie sur couche mince 
sont rarement rigoureusement planes, si bien que 1’6talement mCcanique conduit 
souvent B la confection de couches dont 1’Cpaisseur varie notablement d’un bord h 
l’autre de la chromatoplaque. Comme la vitesse de migration de l’Cluant dCpend dans 
une certaine mesure de 1’Cpaisseur de la couche d’adsorbant, il s’ensuit une distorsion 
du front, avec tous les inconvknients que cela comporte. La technique de H ~ R -  
HAMMER permet d’Climiner, ou lout au moins d’attknuer, ce phBnom&ne g&nant. 

D’aprB HORHAMMER [4], on disperse l’adsorbant3) dans de l’adtate d’Cthyle, on 
coule la suspension ainsi obtenue sur des plaques de verre que l’on incline lCg&rement 
en tous sens pour favoriser 1’Ctalement de la couche, et on laisse finalement sBcher les 
plaques 2 l’air. On active Bventuellement l’adsorbant B I’Ctuve. 

Pour le dkveloppcment des chromatoplaques i gel de silice WOELM, les solvants 
que nous avions utilisks pour les plaques i gel de silice MERCK se sont rCvClCs inappro- 
priCs, aussi avons-nous mis au point de nouveaux solvants. 

Les meilleures skparations de phknylthiohydantoines ont C t C  obtenues sur ad- 
sorbant dCsactivC par 15% d’eau, prCparC soit par incorporation directe d’eau A 
l’adsorbant (A),  soit par une mCthode plus rapide (B) consistant B ajouter de l’eau 
au liquide qui servira B la dispersion. Dans ce deuxikme cas, l’eau &ant tr&s peu 
soluble dans I’acCtate d’Cthyle et le liquide de dispersion devant &re homoghne, il faut 
ajouter 8. l’adtate d’Cthyle une certaine quantitC d’acdtone (v. MCthode B). 

Ce procCdC, base sur I’emploi d’un liquide organique de dispersion, contenant la 
quantitC voulue d’eau, permet d’obtenir trPs rapidement des chromatoplaques B gel de 
silice dc n’importe quelle aclivitC. 

l) l m  chiffrcs entrc crochcts renvoient k la bibliographie, p. 1353. 
2, Gel cle silice C; d‘aprhs STAHL, pour  chromatographie sur couche mince, E. MERCK, Ilarmstatlt, 

.\llemagne. 
3 )  Gel dc silicc pour chromatographic. cn rouchc mincc, bl. WODLM, Eschwege, Xllcmagne. 
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M o d e  opivatoire. ~ Mhthode .4. Dans un morticr contenant 15 nil d’eau, on ajoute peu k peu 
en triturant 8.5 g d’adsorbant (k conserver en flacon bien bouch6). On procede ensuite sclon la 
technique d6critc par H~RHAMRIER [4]. c’est-a-dire qu’k 10 g d’adsorbant dCsactive, p~%Cs dans 
un erlenmeyer rode‘ de 50 ml, on ajoute 30 ml d’ac6tate cl’Cthgle, agitc vigoureusement et  coule 
5 ml de cette suspension sur une plaque dc verre de 5 x 20 cm. On Btale la suspension en inclinant 
la plaque et  laisse skhcr  k l’air pendant 20-30 min; la plaquc cloit 6trc utilisee immkdiatement. 

Mdthode B.  -4 S , 3  g d’adsorbant d’activitk maximum (tvcntuellement activC pcndant 24 h B 
180”), on ajoute le melange de 1,5 ml d’eau, 10 ml d’ac6tonc ct 20 ml d’ac6tate d’6thyle. On agite 
ot procede commc ci-dessus. Les r6sultats obtenus selon les mCthodcs A et  R sont identiqucs. 

2 .  - Pre‘paration des chromatoplaques li a lwn ine .  BHANDARI et al. [5] ont utilisk un 
mklange Cthanol-eau comme liquide de dispersion de l’alumine WOELM~) et ont obtenu 
des couches rCguli6res de cet adsorbant. Avec l’alumine F L U K a 5 )  ce solvant donne de 
mauvais rCsultats. Nous nous sommes servis avec succ&s de l’isopropanol. On obtient 
des chromatoplaques rkgulikres, pour autant que les ingrkdients utilisCs soient bien 
secs, sinon la couche se fendille et se dCtache du verre. 

Mode opivatoire. Uans un flacon rod6 B large col, dc 100 ml, on pkse 10 g d’alumine F L U K A ~ ) ,  
sichee 2 h k 150°, ajoute 80 ml d’isopropanol sCch6 sur sulfatc de sodium ct agitc vigoureusement 
pendant 30 s. On coule la suspension sur des plaques dc verre (5,s in1 pour une plaque de 
5 x 20 cm) dispos5es sur une surface bien horizontale. La suspension s’Ctalc uniforme’ment si 
l’on prencl soin de la r6partir sommairement sur toute la plaquc cn la coulant. On laisse sbchcr 
?I l’air B tempCrature ordinaire pendant 1 B 2 h. On peut activer l’adsorbant i l’ttuve. On tgalisc 
ensuite le bord des plaques en grattant l’adsorbant sur une largeur tle 0,s-1 mm. 

Cette mCthode fournit des chromatoplaqucs dont la couche d’adsorbant, d’une Cpajsseur tlc 
0.15-0,17 mm, adhere bicn au verre, et  qui peuvent &re conserv6es de la manikre habituelle dans 
un dessiccateur B silicagcl. 

3. - Re‘vdation des PTH chromatographie’s SUY coicclze mince  de d i c e  0 t h  d ’a lumine .  
Nous avons modifik la mCthode B l’tiode-azide)) en augmentant la teneur relative du 
reactif en iode et en empois d’amidon, de maniere ?L prkvenir la diffusion des taches 
apr&s rCvClation, et B obtenir une coloration du fond plus stable. La coloration due B 
l’iodure d’amidon disparait en effet A la longue, l’iode &ant transform6 peu A peu en 
NaI sous l’influence de NaN,. 

RbvE’Eation ci E’iode-azide. On pulvgrise directement sur Ics chromatoplaques le melange cles 
solutions 1, 2 et  3 (1 :1 :6  vol.). - Solution 1 : I, 1,27 g; I<I X,3 g ;  cau pour 100 ml. Solution 2 :  
NaN, 3,2 g ;  eau pour 100 ml. Solution 3 :  cmpois d’amidon k 1%. 

Ce m6langc sc conserve quelques jours au frais. 

4. - Risul ta ts  de la chromatographie des PTH SUI couche mince  resp.  de d i c e  
(v. tableau 1 )  et d’a lumine  (v. tableau 2 et fig. 1 et 2 ) .  

lableau 1. Rf (j= 5%) de Y T H  SUI couche mince de silice 

PTH ddrivC de Ser Thr Tyr Lys Gly Ala Met Phe Val Ilc Leu Pro 
Rf 0,OS 0,09 0,lG 0,23 0,34 0,46 0,57 0,60 0,Gl 0.71 0,72 0.81 

Chromatoplaques A silice hydrat6e (15% H,O) pr6pardes comme indiqu6 plus haut. 
Solvant de d6veloppement: chloroforme Ph. H.V, acCtate cl’dthgle (95 : 5 vol./vol.). 

Le mklange chloroforme Ph. H. V, acide formique (9 : 1 vol/vol) permet de &parer 
le PTH d’Asp (NH,) (Rf 0,34) et de Glu (Rf 0,50). Le mClange chloroforme Ph.H.V, 

hluminc pour chromatographie sur couche mincc, M \YOELM, Eschwegc, Allcmagne 
’) 4luminc pour chromatographic snr couche mintc, type DO (sans gipse),  FLCJK% 5 A , Huch5 

Sy1ssc 
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Tableau 2 Rf (A 5 O , )  d e  P'I'H s z i ~  couche mtnre d'ulzwibj?r 

I)Cri\+ PTH dc Solvants 1)CrivC PTH tle Solvants 

.\la 
.Irg 

.isp (NH,) 

(klu 
Glu (NH,) 
Gly 
His 
Ileu 

Asp 

Cys-cys 

1 I1 
0.51 0,66 
0 0 
0 0 
0 0 

0 0 
0 0 
0,2s 0.45 
0 0 
0,78 0,80 

111 

0 
0,2U 
0,32 
0,69 
0 3 2  
0,3h 
0.78 
0.04 

Leu 

Met 
Phc 
Pro 
Ser 
Thr 
Try  
Tyr  
\'a1 

Lps 

1 
0.78 
0,28 
0,58 
0,GO 
0.91 
0 
0 
0.28 
0 
0,72 

11 111 
0,80 
0,62 
0,76 
0,74 
0,91 
0 0,48 
0 0.51 
0,52 
0,08 0 5 4  
0,76 

Chromatoplaques A aluminc prCpar6cs commc indiquC plus haut, activees 12 h A 80" 
Solvant I : chloroforme Ph. H. V. 
Solvant 
Solvant 111 : chloroformc Ph. H .  \', isopropanol, acitle formiquc (35:4 :1  vol./vol.). 

11. chloroforme Ph. H. \', ethanol a h .  (98 .2  vol./vol.). 

isopropanol, acidtx formique (15:3 2 vol./vol.) s6parr PTH d'Arg (Rf 0,80) et PTH de 
His (Kf  0,75). 

La reproductibilitC des Rf est de & 504 ; cette variation se fait toujours dans le m&mc 
s m s  pour tous les PTH lorsqu'on les chromatographie simultankment sur une m&mc 

1;ig. 1 C'/iromatograp/tze S U Y  cozkche rn,zncP 
d'alunzive 

Sdparation (dc haut en bas) dcs ddrivCs 
I'TI-I de Pro, Leu, Val, Phc, .\la, Gly 
(P'I'H-Tyr restant sur  Ic point tlc ti+artj. 
Chaquc tachc contient 0,005 p mole de 
T'TH. Solvant I. Distance e t  temps dc 
migration. i gauche 12,5 cm, env. 1 h 20, 
B tlroite 10 cm, cnv. 50 min. Rdvdlation 

par Ie InClange l,, Nay,. amitlon. 

Fig. 2 Chromatographie s w  couche ~ I + ? C E  

d'a1uman.e 
Separation (dc haut cn bas) des d6rivCs 
PTH dc Gly, Tyr, parasite, Thr, Ser, Glu 
(NH,), Glu (+Asp (NH,), Asp, His. 
Chaque tache contient 0,005 ,u molc cle 
PTH. Solvant 111. Histance ct temps de 
migration, ?I gauche 10 cm, cnv. 1 h ,  2i 

tlroite 12,5 cm, env. 1 h 40. 'Rev6lation 
par le mClange I,, XaS, ,  amidon. 
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plaque. Dam le cas de la dbtermination d’un mblange de PTH inconnus, il est ndcessaire 
de chromatographier simultandment (sur la m&me plaque) les PTH de rdfkrence. 

Conclztszoiz. Pour la sbparation chromatographique des dkrivCs PTH d’acides aminks, 
l’alumine nous a donnb en gknbral dc meilleurs rksultats que la silice. Comme 1e 
montrent les figures 1 et 2, sur alumine, les taches formCes sont rondes, petites, bien 
nettes et exemptes de trainbes (sauf PTH-Asp dont la tache est allongke). 

Cependant, dans certains cas, la chromatographie sur gel de d i ce  micronis6 comme 
celui de WoELM peut prdsenter des avantages. 

Les auteurs remcrclent sincckement la COMMISSION POUR LA SCIENCE ATOMIQUE DU FONDS 
NATIONAL S u r s s ~  DE LA RECHRRCHE SCILNTIFIQUE, de  I’aide f1nancii.i-e accorclde pour ce travail. 

SLMMARY 

Two substrates, hydrated silica gel and alumina, habe been used to separate 
phenylthiohydantoines derived from amino acids, using thin layer chromato- 

The simplified method of HORHAMMER et al., which requires no coating apparatus, 
has been used to  prepare the chromatoplates. A method allowing to obtain rapidly 
with this procedure the silica gel at the desired hydration degree, is described. 

The revelation by the iodine-azide reaction has been improved by direct spraying 
of a convenient mixture of its three components (solutions of ( 3 )  12-KI; (2) NaN,; 

graphy. 

(3)  starch). 
Laboratoires de chimie organique et pharmaceutiquc 

de 1’UniversitC de Gen6ve 
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