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PHl?NOMGNES IONI&UES MODIFIANT LE PARTAGE DANS 

Les diffkents facteurs impliquks dans la chromatograplzie sur papier ont et6 analysks 
par MARTINI qui distingue le partage vrai, pr&dominant clans la plupart des cas, de 
facteurs secondaires tels clue l’adsorption2 ou l’khange d’ions dfi aux carbosyles du 
papier dont l’importance peut &ix-e exalt& dans certaines circonst&kes. Sans aborder 
ici les problemes lik B l’adsorption, nous rapporterons quelques experiences montrant 
l’influence de l’btat d’ionisation des substances chromatographi~es sur l’allure du 
phknomene de partage. 

’ M;1T&RIEL ET TIXHNIQUaS 

La chromatographie a 6tB r&alisGe sur l’extrait acetique d’un broyat de muscles de 
scorpions (Awhcto~zz~s azcstralis L.)* suivi d’un dessalage ;I. l’alcool et de concentration 
sous vide jusqu’& consistance sirupeuse. 

Les compos& guanidiques tbmoins: arginine, agmatine, arcai’ne, m~thylguanidine 
et l’acide y-guanidobutyrique provenaient de Hoffmann-La. Roche. 

Les solutions d’indicateurs nucleaires renfermaient : 

(I) 22Na (A.S.: I mC/mmole) contenu soit dans la solution d’origine renfermant 
0.039 pitquiv./pl de 22NaCl et 0.039 ,&quiv./$ de HCl, soit clans la mQme solution 
exactement neutralisde & pI_I = 7.0 et contenant 0.044 ,&quiv/$ de 22NaC1 d’A.S.: 
0.5 mC/mmole. 

(2) 3oC1 (A.S.: 0.001 mC/mmole) utilise soit sous la forme de la solution d’origine: 
H3’X1 (0.5s ,&quiv./$) soit sous celle d’une solution neutralis~e par NaOH et conte- 
nant 0.36 &quiv./pl de Na3”Cl. 

Des volumes de I & 30 ~1 de ces solutions ont 8tB utilisks pour la chromatographie 
sur papiers Whatman No. I ou 4 prkalablement lavk ou non selon la technique de 
KAY, H:~RRIS ET ENTENMAN~ par capillarite descendante dans une cuve de verre. 

Les solvants utilis& ont tit@ : wbutanol-acidc a&tique-eau (7s : 5 : 17 et 73 : IO : 17) 
(BA 5 et BA IO) ; pyridine-alcool isoamylique-wide acdtique-eau (So : 40 : IO : 40) 
(Pyridine); eau bidistillbe dans un appareil enti&ement en verre Pyres. 

La r&klation des chromatogrammes a dtb rdalisde: (a) soit avec des indicateurs 
de pH: vert de bromocr&ol (VB) (0.04% dans l’&thanol j gs”), helianthine (o.o2’% 
dans 1’6thanol & Go’), rouge de phenol (0.02% dans l’khanol & gs”), (b) soit avec des 
reactifs spkifiques : de S-~KUCHI~ pour les d&iv& guallidiques monosubstitues, 
AgNO, 0.1 iV pour Cl-, acetate d’uranyle et de zinc selon FEIGL~ pour Na+ et forma- 
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tion de phosphomolybdate reduit pour PO,3- selon POLLARD ET MCOMIE~, (c) soit par 
autoradiographie des chromatogrammes avec des films X-ray no screen Kodak. 

Rl%SULTATS 

spots ovalaires dont les RF sont 
taches en forme de V traduisant 

Le chromatogramme de l’extrait nature1 de muscle de scorpions, riche en sels, r&a&& 
en butanol-ac&ique et r&41& au reactif de SWAGUCHI montre (Fig. I), k c&t6 de 

trbs voisins de ceux des compos& de r&fBrence, des 
une perturbation du processus de chromatographie. 

Fig. I. Schbma cl’un cliromatogrammc cn 
l3A i 0 cl’.un estrait nature1 clc post-abclomen de 
scorpions (voir teste). E, : rdvdlation vert cle 
bromocr6sol (lcs zones hachurdcs sont bleucs) 
et au rdactif clc SAKAGUCHI (zones pointilldes 
roses), E:, : rbvdlation ;lu rouge de c&i01 
(r = rouge). T: tbmoins, arg = arginine, 

agm = agmatine. 

Fig. 2. Sch6ma cl’un chromatogrammc en I3Aro 
de _j pg cl’agmatine suppl&nentCs avec cles 
quantitCs croissantes de NaCl (O-S, r, 3, 6, x0, 
20 et .jO +quiv.). Papier Whatman 4 lav6, 
temps de migration: 20 h. Rdv&tkion: r6sctif 

de SAKAGUCHI. 

La plus caract&istique est une tsche en V (S.41cAGuc~1 -/-, RI;~ = 0.20) ne correspon- 

dant g aucun des d&iv& guanicliques connus. L’Blectrophor&se sur papier (tampon 
v8ronal de pH = S.6) ou la chromatographie en Pyridine ne distinguent, cependant, 
en rien cc produit de l’agmatine tbmoin. Inversement, de l’agmatine additionnee A 
l’extrait se comporte comme la tache inconnue. Les r@vtYations aus indicateurs de 
pH montrent la pr@sence d’un spot basique Bpousant exactement B sa partie inferieure 
la forme du spot d’agmatine et, r&iproquement, l’addition de soude & une solution 
d’agmatine donne les mQmes images en butanol-ac8tique. Les sels neutres (chlorures 
et sulfates alcalins) produisent eux aussi des troubles Bvidents dans la migration des 
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guanidiqties. Ainsi la chromatographie d’agrnatine en prhence de qua&it& croissantes 
de NaCl r&vG.h la prksence de 2 et 3 spots d’agmatine (Fig. 2). Les indicateurs de pH 
montrent qu’il y a apparition de plages acides, alcalincs ou nentres tout au long du 
cl~romatogramnie. Les Figs. 3, 4 et 5 montrent des clwomatograpliies de sels ‘neutres 
et basiques mettant en dvidence ces discontinuit6s de pH en tours de migration, La 

Fig. 3. Fig. ‘1. 

Fig. 3. SchBma cl’un chromutogramrl~e cn 
13Ar 0 clc l<Cl, 1<13r ct I< 1. (I 0 /LI cl’unc solution 
saturh). Papier Whatnmn 1 , tcnilx de mi- 
gration : 1-1 11. .W\-dlation au vert clc horno- 
crCso1. Lcs zones hachur&s sont blcucs (b), 

les incolorcs jaunts (j). 

Fig. 4. M&me espbricncc avcc Na,l-llJO,,, 
Na,SiO,, Ka,R,O; et Na,SO,, (I’0 (/I cl’11nc 

solution snturfk). 
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Fig. _j. Fig. 6. 

J:ig. _jo Sclii-nm cl’un clironm.togratnmc cn 
:I3:\ 10 de Na,L-L 1’0, (I/tdquiv.). RBvdlation.5 au 
\xxt clc I~roti~oc1*6sc~l (VJ3),B l’nciclc molybcliquc 
(P), al.1 rouge clc pl16nol (RP) ct Cl I’ac6tatc 
rl’ura~~ylc ct clc zinc (UZ). j = jaune; b = 
l~lcu; r = rouge; f = lluorcsccncc jaune- 

vcrtc cn lunlihc U.V. 

I;ig. 6. Scli~xna cl’un cl~ronmtograrmne cn 
13.4 I0 cle clilorl~yclratc clc tnbth)~lgLtaniclinc 
(5 1~6). Mhws conditions espdrirnentales que 
pour la Fig. 3, I;a twlic 13 est blcuc au VII3 et 
msc au rdactif clc SAI;AGUCJ.II (adtate de md- 
thylguaniclinc) ; la tachc j, jaunt auV’B (HCI). 

Fig. 6 montre qu’un se1 organique (chlorhydrate de mdthylguanidine) est capable de 
dormer une ddcomposition encore plus nette. 

Le dhir de rkaliser des perturbations importantes en faisant migrer des compos6s 
ionisk sur une grande longueur de papier nous a incitC & utiliser la migration dans 
l’eau; on peut ainsi obtenir une skparation rapide et correcte de quelques d&iv& 
guanidiques (Fig. 7). De m&ne, on observe clans I’eau une d&composition spectac$aire 
de sels miikaus, source de perturbations pour la caracthisation de conlposds orga- 
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Fig. 7. Schbma cl’un cl~romatograin- 
rnc (ascendant) clans I’cau biclistilldc 
cl’agnxLtine (ngrn), arcn?ne (arc), 
argininc (arg) ct aciclc guanidobu- 
tyriquc (GE), IO /lg. Papicr \\:hnt- 
man 20 non lav6. RbvGlation au 

rkctif Cb st\lcr\GUC1II. 

c I, 7 1p 

A B 

Fig. S. Schbmn c1’11n chronlatogranllnc ~~clcsccndnnt) cm 
Ek\_j ClfL1llC S~llLltiCll CIC z2NnCI ncutrc (o.qLc /~Cquiv/I~I). 
Prtpicr Wl~atman 4 lav3. Migration : 4 jours. A : rbvClntion 
au qitratc cl’argcnt 0.1 N. ‘Lcs pointillds correspondent 
aus zones in~prcssionnhs cn ~Lutorncliogral~liic. 13: dvdl- 
ation nu vcrt clc bromocrCsol. ‘1~s chil’fres incliqucnt Ic 

notnbrc clc microlitrcs cEpos33. 

1, 7 1p 

Fig. 9. MSnlc cspdricncc quc pour Fig. S rnnis nvcc NnTI (soluticn ncutrc h 0.30 ~tBr.lui\*.//d 
A : sutoracliogranuilc. 13: rdv8lation au nitrate cl’nrgcnt. C.: rd\*6lation an vort clc br~~nuxr63c 
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niques clans un milieu complexe. Cette ddcomposition a 6td objcctivee en utilisant 
NaCl doublement marqu6 par s2Na et Wl, le recours k l’emploi de traceurs ayant 6t6 
initialement pratiquh par LEI%ZRER~ et STRAIN ET MURPIIY~O. Les Figs. 8, g, et IO 

B C 

Fig. I o. SchBma d’un chromatogramme (clcscenclant) en c&u biclistillCe; papicr Whatman 4 lad; 
migration: 2 II. A: cl’une solution NaWZl (0.36 /t&quiv./@). RBvblation par autoracliographie. 
13 : cl’une soltition s”NaCI (0.044 ,&quiv./~d). RBvcSlation par autoracliographie. Train&z corrcspon- 
clad au Na+ &hang& par le papier. Les taches cn front pour lcs essais 5 et IO 1~1 corresponclcnt au 
NaCl non clissorik C: d’unc solution cle NaTZI: rdvdlation au vert de bromocrdsol, l\gNO, et 
I~cZlianthine, la tache en front Btant respectivement jaune, gris-noirc et rose avcc ccs r8sctifs. 

montrent l’importance de la dissociation obtenue pour cet blectrolyte, ce qui permet 
d’espliquer que la Gparation dans l’eau des ddrivds guanidiques soit compltitement 
bouleverke par la pr@sence de sels neutres comme NaCl ou Na,SO,, (Fig: II). 

DISGUSSION 

Les anomalies 0bservCes clans ces espGriences peuvent toutes s’espliquer par des 
ph6norn6nes ioniques modifiant le. partage, 1’intdGt des composks guanidiques ktant 
de constituer .ae vkritables indicateurs de chromatographie parce que trks sensibles B 
ces perturbations. L’agmatine en particulier (base en C, non amphotke) passera 
facilement de l’dtat ioni.& & celui de base non dissoci6e pour une faible augmentation 
de la concentration en ions OH-, ce changement d’ktat impliquant des differences 
considkables du coefficient de partage; la forme non ioniske &ant beaucoup plus 
organophile. Ceci est d’autant plus important sur le plan pratique que la purification 
sur rkines khangcuses d’ions d’extraits naturels contenant des bases organiques 
relativement fortes du type de l’agmatine est A peu p&s impossible & obtenir 2. cause 
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du pl’ Blev6 de ces bases en comparaison de celui de bases volatiles comme NHQOH 
servant d’hluant. 

Les perturbations ioniques en chromatographie peuvent avoir comme origine : 

le papier, le solvant ou les 6lectrolytes presents dans la solution soumise B la chroma- 
tographie. L’interpr&ta.tion de nos r6sultats peut &re r6alis6e en fonction de ces trois 
facteurs. 

En tant qu’kchangeur d’ions 39 1x9 12, le papier peut jouer un r6le direct en partici- 
pant 2~ la s6paration des composk, ce qui parait permettre d’interprkter au moins 

Fig. I I. Sc1xh.a cl’un chromatogramme clans l’cau biclistillJc (tcmps de migration : a II, asccndnnt) 
de 5 j&g cl’agmatinc (I), suppldment& de 10 y6quiv. de Na2S0,, (3), I0 /rbquiv. de NaCl (3) et 
20 pdquiv. clc NaCl (G), RBvdlation: rbactif cle SAICAGUCHI. f = zone Huoresccnte blanc-bleu8trc 

en lunGOre U.V, clue aux sels. 

partiellement les s6parations obtenues dans l’eau pure (Fig. 7) bien que certaines 
observations13~14 ne puissent l’&re de cette man&e. 

Le solvant organique constituant la phase mobile est souvent chargd de compos& 
ionisables (acides ou basiques) et leur prkence, en exc&s par rapport aux substances k 
chromatographier, conditionne la .&par&ion de ces dernikrcs sous forme de se1 de l’acide 
ou de la base contenu dans le solvant. Dans cet ordre d’idGes, \VESTALL~~~ et CONSDEN 
ET Go~~o~l~appliqllant la loi d’actiondes masses aucas du phdnol satur6 d’eau et du 
butanol a&tique, expliquent les d&compositions salines survenues dans ces solvants. 

En ce qui concerne les Electrolytes, on a envisagk des interactions de type ionique 
ou autre entre les substances soumises A la chromatographie, par esemple entre 
acides amin& (voire entre sucresl*), mais ces ph&nom&nes restent ma1 expliquks. 

sfi4e, Par contre, un type d’interactions facile h concevoir est celui de la chromatographie 
?~ d’estraits naturels oh l’on est amend A utiliser des solutions riches en sels. S’ils ont 

une dissociation basique, cas de notre extrait, leur prdsence esplique la forme en V 
du spot d’agmatine (Fig. I), base non amphotke passant en milieu alcalin sous forme 
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non ionike dont la solubilitk pour le butanol est beaucoup plus grande: de ce fait, 
l’agmatine ne pourra se deposer qu’h la limitc du spot alcalin clti aus scls, l& oh elle 
pourra reprcndre sa forrne d’ion agmatinium .lxaucoup plus soluble clans l’eau*. Les 
sels neutres peuvent modifier la chromatographie en rendant le produit analy.4 mains 
soluble dans la phase aqueuse (relargage) ou par dkmision clu solvant r\l leur niveauzO. 
A c&P de ces e.Ffets, l’influence de.+, carbosyles du papier parait devoir jouer un r61e 
non n6gligeable par fisation du cation du se1 (Figs. 8 5 IO). Les conskluences de ces 
dissociations sont illustrdes par les Figs. z et II. Sur cette dernicrc, on voit le dCplaceY 
ment spectaculaire dans l’eau de l’agmatine, qui, normalement coll6e au ddpart, 
nligre prntiquement en front en pr6scnce de NaCl ou Na,SO,,. Ce cldplacement peut 
Gtre espliqud par son clkrochage du papier par le sodium qui s’khangerait p&k-cn- 
tiellcment et nussi parce qu’elle sernit solubiliske dans l'exu par I-ICl provenant de la 
clissxiation du sel. 

La Fig. :! montre clcs images plus compleses clonnkes par la chrom:~tographie clc 
l’agmatine en butanol-acicle acdtique en prkxice de quantitk croissantcs de NaCl. 
En partant clu front, on trouxrc UII spot en forme de V, de surface & pcu pr&s constante; 
correspondnut au cl6placement dc l’agmatine par l’action alcalinisantc dc l’acdtate 
de soclium form6 par hydrolyse de NaCl et dont la quantitd est sensilAemcnt propor- 
tionnelle h la surface de papier parcourue; un autre spot cn V, mnis plus importnnt, 
dont la superficie croit avec la concentration en NaCl, sa fonnc pouvant s’espliqucr 
par un effct de rclargage du se1 vis-A-vis de l’agmatine; enfin, un spot en V renvers6 
qui va s’amenuisant pour disparaitre h partir d’une certaine concentration en NaCl 
et dont l’esistencc s’esplique facilement si l’on admet que, lors clu cldp&, on a rdalisd 
une chromatographie circulaire ayant eu pour cffet de d&poser I’agmatine k la p&i-I 
phdrie de 1’c”lCment pcrturbateur (NaCl). L’importancc des perturbations est conditi-. 
r_nm&z par la nature des sels et leur concentration. Cette dernike constituc un facteur 
pr&poncl4rant puisquc la dimension cl’un spot d6pend de la quantitd clr: produit 
pr&entc au ddpart : en consCquence, lc Iz)fiy d’unc substan& venant se dbpo.scr S la 
limite clu spot des sels dc+end clirectement de la concentration de ceus-ci. Si, par 
esemple, dans l’estrait nature1 clue nous avons utilisb, l’agmatinc a un Xp de 0.30, 

clle aurait un XI;~ diffbrent dans un autre estrait oh la concentration en sels n’aurait 
pas 6th la mb-ne. Nom avo~ls pu ainsi faire varier le I\‘n de l’agmatine de o h 0.50 clans 
dcs espdriences rkalisdes avec diffdrents sels k diffkentes concentrations. 

Le caractcre de base non amphot&re de l’agmatine, compos6 r6agissant d’une manitire 
sensible aus variations de pH (alors que les amphotbcs peuvent s’adapter assez 

l L;~.fornlntion cn nlilicu alcalin, cl’agmatinc base non dissocidc fournit l’csl~lication tll6oriqiie 
clc l’utilisation des papicrs imprJgnds cle *Na.OI-I 0 .:! AT eniploy&3 pour la sdpnrntion clcs Imscs 
g:uanidiqucslu. Ccttc ~nbtl~oclc permet cl0 s+arer lcs bnscs non amphotbm (agmatinc, arcai’nc) 
traiisfcmn6es en ooniposds non clissociBs, de I?F cIuintupl6, cles clbrivds amphottrcs clont le JZp cst 
l~cniicoup mains rnodilid : cloul~l6 pour l’a.rginine et ni9mc clirninud’ pour la ylycocyamine fl01it Ic 
pk-1 cst le plus has. 
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facilement h ces perturbations) a perks de mettre l’sccent sur l’allure ldt8ro&x clc 

la chromntograpliie cl’un estrait nature1 riche en sels, en utilisant ce compos6 comme 

un vtkitable inclicateur. Travaillant clans une direction oppos6e par rapport h cles 

auteurs comme MUNIER~” et MAC~~ARRI~N~~ clui ont chercli6 k biter les plidnomhies 

‘de clkhquilibre pour am6liorer la skparation de composds organiques, nous avons 

voulu mettre h proiit des conditions dkfavorables inlposkes par l’espdricncc pour 
essayer de prdciscr certains rndcanismes impliqu& dam la chromatographie SUT papicr. 

Voulant rdaliser la skparation de ddrivb guanidiques mono-substitu& prdsents dam 
des estraits naturels et utilisant pour la r8v6lation : rkactifs spkif~ques, rdactifs de pH 
et autoradiographie, nous nvons dtudid, TV l’occasion des perturbations observCes, lc 
rOle respectif des diffkrents facteurs susceptibles d’apporter des modifications ioniqucs 
au milieu : papier, solvant et dlectrolytes prdsents dans la solution soumisc d la chroma- 

togrnphie. 

In order to separate the mono-substituted gumiclino-derivatives present in natural 
estracts, an investigation was made of the behaviour of thcsc substances in paper 
chromatography. Specik reagents, pI_I indicators and autorac~iogral~l~y were used to 
identify the spots. The disturbances observed led the authors to study the role of 
various factors that are likely to produce ionic changes in the medium, namely the 
paper, the solvent and the electrolytes present in the solution subjected to chromatog- 
raphy. 


