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PROCaD& DE CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 

ENTRE PLAQUES DE VERRE 

APPLICATION A LA SGPARATION DE LA 3,5-DI-IODO-THYRONINE 

ET DE LA 3,5,3’-TRI-IODO-THYROXINE* 
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(Reps le z4 juin rg61) 

La chromatographie sur papier, en cuve, presente certains inconvenients en particu- 
lier lors de l’usage de solvants tr&s volatils. Dsns ce cas, il est necessaire de travailler 
en patites cuves avec des temps d’equilibration souvent t&s longs. Le proc&de que 
nous proposons repose sur la reduction au minimum de l’atmosphere qui entoure le 
papier & chromatographie afin d’obtenir un espace d’evaporation aussi reduit que 
possible. On obtient alors des conditions de saturation particulierement favorables 
pour l’emploi de solvants t&s volatils, que ce soit en phases normales ou inversees. 

PRINCIPE 

Le papier a chromatographie est decoup en bandes ktroites ‘qui sont placees en at- 
mosphere close entre deus plaques de verre. Chacune d’elles se sature en phase fixe 
grace B un encadrement constitue par deux bandes de papier impregnees de cette 
phase. Une extremite des bandes de chromatographie deborde du systeme de plaques 
de facon B pouvoir plonger dans un rkipient contenant la phase mobile. La jonction 
entre ce recipient et les plaques est hermetique. 

DESCRIPTION D’UN APPAREIL ET MISE EN OEUVRE DE LA CHROMATOGRAPHIE 

De nombreux dispositifs peuvent &tre realis& suivant par exemple l’inclinaison des 
plaques et le nombre de bandes chromatographiques. Nous avons utilise un dispositif 
horizontal represent6 par la Pig. I, permettant l’emploi commode de deux pistes 
chromatographiques. Les plaques de verre, de 5 mm d’epaisseur, ont et6 silicon&es 
avec du dimethyl-dichlorosilane (SERLABO, Prance). 

La mise en oeuvre d’une chromatographie a deux pistes se deroule ainsi. Le papier 
a chromatographie est d&coupe en bandes de ‘I a 1.5 cm de large. Sur chaque bande 

* Travail de la fonclation de DiBtBtiquc esp6timentale et appliqude (Pr. A@& I-I. SARLES), 
I-Ibpital de La Timone, Marseille, subkmtionn6e par 1’INW et le C.N.R.S. 

** Stagiaire de rechcrche j l’I.N.I-X. 
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Fig. I. PI 4 plaque infh-ieure. OR = orifice rcctangulaire de la plaque inferieure par lequcl 
d&ordent lcs bandes de chromstographie. PS = Plaques superieures, unc grande recouvrant les 
bancles de saturation et chromatographie, une petite recouvrant l’orifice rectangulaire de la plaque 
inferieure. BC = Bandes de chromatographic. El? = ExtrOmitO proximale des bandes de chromato- 
graphic. T = Tache du melange a analyser. BSI = Bande de saturation intcrnc. BSE = Bandes de 
saturation esternes. JLP = Jonction 1atCrale des plaques. C = Cuve contcnant la phase mobile. 
SS,SS’ = Systeme de serrage des plaques (SS = systeme monte et SS’ systeme non montit). 
PdS, PdS’ = Plaquettes de serrage en matierc plastique (PdS, plaquettcs install&es, et PdS’ 

non installees). S = Support. 

(BC) le m6lange a analyser est depose a IO cm d’une extremite dite w&r&mite proxi- 
male (El?). Chaque bande est alors placee sur la plaque inferieure (PI) de sorte clue 
I’estremitG prosimale deborde celle-ci de 7 cm a partir de l’orifice rectangulaire (OR) ; 

la tache du melange h analyser (T) se trouve ainsi a 3 cm de cet orifice. Chaque bande 
de chromatographie est alors bord6.e de chaque c&e, Q une distance de 0.5 a I cm . . . 
d’une bande de papier filtre ordinaire, dite bande de saturation. 

L’impr@gnation en phase fixe de la bande de saturation interne (BSI) se fait 
rapidement avant la pose des plaques superieures (PS). L’imprdgnation des deux 
bandes de saturation esternes (BSE) se fait ensuite en deposant la phase fise avec 
une pipette a la jonction laterale des plaques (JLP). 11 suffit d’impregner une partie 
de la surface des bandes de saturation, l’imbibition homogene se poursuivant par 
capillarite. 

Un esces risque de provoquer une fuite de la phase fise vers les bandes de chroma- 
tographie lorsque l’on serre les plaques. Apres un temps d’&quilibration convenable- 
ment choisi (de l’ordre d’une heure) les plaques de verre, protegees par des plaquettes 
en matiere ‘plastique, sont serrees uniformement l’une centre l’autre a l’aide d’un 
systeme de serrage (SS), tel des serre-joints par esemple. Les estremites prosimales 
des bandes de chromatographie sont alors plongees dans la phase mobile que contient 
une petite cuve (C) que l’on amene sous l’orifice rectangulaire de la plaque inferieure. 
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La jonction entre cette cuve a bord rode et la plaque inferieure est hermetique. 
Le d&veloppement demande un temps variable suivant la nature des phases et celle du 
papier a chromatographie. 

Toutes les experiences ont 6th realisees a 19”. 

PRODUITS UTILIS6.S 

La 3,5-di-iodo-DL-thyronine (T,) et la DL-thyroxine (T,) provenaient de Hoffman-La 
Roche (Bale), la 3,5,3’-tri-iodo-thyronine (Ty) de Sigma (St Louis, Miss., U.S.A.), 
l’amylol tertiaire et l’ammoniaque de Prolabo (Prance). 

Le papier B chromatographie utilise est du Whatman 3 MM. 
La revelation ‘est faite a l’aide du rEactif sulfate cerique-arsenite de sodium 

selon BOWDEN et aZ.1. 

RhULTATS 

Nous avons appliquh ce pro&d6 Blaskparation deT,,T,etT,suiv,antdeuxmodalit& 
differentes. 

(I) Phases satzdes entre eZLes 

Le solvant chromatographique utilise a et& l’amylol tertiaire satur6 de NH,OH 2 N, 
obtenu en melangeant dans une ampoule & decantation I volume d’amylol tertiaire 
et I volume de NH,OH z N. Apres agitation et repos, le melange se &pare en deus 
phases dont la suptkieure consiste en l’amylol tertiaire sature d’ammoniaque et 
l’inferieure en l’ammoniaque sature d’amylol. 

On a utilise comme phase mobile la phase superieure du melange precedemment 
decrit (amylol tertiaire sature de NH,OH 2 N) et comme phase fise impregnant les 
bandes de, saturation la phase infhrieure (NH,OH 2: N sature d’amylol tertiaire). 

La Fig. zA montre une separation de T, et T,. La duree de migration a 6th de 
48 hew-es (front a 4s cm). 

RF: T, = 0.21; T, = 0.30; T, = 0.37. 

(2) Phases non saturtfes en&e eiles 

Les phases sont preparees s@par@ment et non saturees entre elles. La phase mobile 
consiste en de l’amylol tertiaire sature d’eau. La phase fixe consiste en de l’ammoni- 
aque 4 N, qui impregne les bandes de saturation. 

La Fig. aB montre une separation rapide de T, et T,. La duree de migration a et& 
de 20 heures (front B 25.5 cm). 

La Fig. 2C montre une bonne separation de T, et T,. La duree de migration a 
6th de 40 heures (front a 35 cm). 

Chromatogramme 2B C1~romatogramme 2C 

Rp: T, = 0.14; T, = 0.26; T, = 0.33. RR: T, = 0.17; T3 = 0.30; T, = 0.3s. 

Nous avons applique ce procede a une experience de dkoupage d’une fraction de 
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l?ig. a, Photographic de chroinatogrammes sur papier rdalis& avec le dispositif d&x-it, montrant 
la sBparation de T,, T, et T,. Conditions expdrimentales voir texte. 

chromatogramme suivie d’une nouvelle separation sans elution prkalable. Nous avons 
utili& la methode des phases non saturees entre elles d&rite au paragraphe precedent. 

La Fig. D montre un chromatogramme (front a 24.5 cm) ou l’on a d&coupe 
apres le developpement une petite portion contenant la totalite de T, et une partie de 
T, et T,. Cette portion est par la suite intercalee par jointage bout a bout avec deux 
bandes vierges formant ainsi une bande de chromatographie continue constituee de 
trois 6l&ments distincts (Fig. 2E). Le contact entre ces trois elements successifs est 

maintenu par la pression des plaques. Puis il a et& procede A une seconde chromato- 
graphie avec les mGmes phases. Le chromatogramme 2E montre queT,, T, et T, ont et& 
entramees et correctement s&par&es. 

DISCUSSION 

Nous avons applique avec succ&s ce pro&de Q la separation des acides biliaires. Les 
resultats obtenus feront l’objet d’une publication ulterieure. 

L’application A la separation de T, et T, a et&! choisie pour les raisons suivantes: 

(I) T, e t T3 ne peuvent &re s&par&es qu’en utilisant des solvants organiques 
tels que les alcools isoamylique et amylique tertiaire satures de NH40H 6 N3. Les 
migrations sont tres longues et les manipulations rendues tres difficiles par la forte 
concentration en ammoniaque. 

(2) La presence d’ammoniaque, t&s volatil, nkessite des cuves de faible capacite, 
une parfaite saturation prealable du papier avec la phase fixe et des temperatures 
assez basses (IO B 15 “). 

Le procede propose permet d’obtenir une bonne skparation de T, et T, avec de 
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faibles concentrations en ammoniaque (2 JV) dans des conditions techniques simples. 
Les taches obtenues sont bien delimitees. 

Ce pro&d& permet egalement d’utiliser des phases prkparees &par&ment et non 
saturbes entre elles. Les conditions particulierement satisfaisantes de saturation 
semblent permettre durant le dkveloppement l’etablissement d’un gradient de satu- 
ration des phases, la phase mobile se saturant en ammoniaque et la phase fixe en 
amylol. La polarite relative de la phase fixe par rapport a la phase mobile doit dimi- 
nuer tr&s r&guli&rement, n’empkhant pas une separation correcte de Tz, Ta et T, 
sous forme de taches arrondies sans effet de tram&e. Les Rp doivent varier en dbbut 
de developpement suivant une relation unissant les coefficients de partage des sub- 
stances, la nature des phases, la vitesse et la duree de migration. 

L’exemple de dkoupage suivi de sgparation conskutive montre que ce pro&d& 
permet d’isoler dans un 
taches non s&par&es, et 
fractions a une nouvelle 

chromatogramme plusieurs fractions correspondant g des 
de soumettre.directement et separement chacune de ces 
chromatographie dans le m&me ou dans un autre solvant. 
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Rl%SUMR 

I. Description d’un pro&de ‘de chromatographie sur bandes de papier entre 
plaques de verre. Ce pro&d&, facile a realiser, permet d’obtenir de t&s bonnes con- 
ditions de saturation apr&s un bref temps d’&quilibration. 11 semble particuli&rement 
adapt& pour l’emploi de solvants t&s volatils. 

2. Exemples de separation de 3,5-di-iodo-DL-thyronine et 3,5,3’-tri-iodo- 
thyronine avec des phases saturkes et non saturees entre elles. 

3. Exemple de rechromatographie directe d’une petite fraction d&oup$e dans 
un chromatogramme. 

SUMMARY 

I. A chromatographic method is described, using paper bands between glass 
plates. The technique is convenient and gives very good conditions of saturation 
after a brief period of equilibration. It is particularly suitable for use with highly 
volatile solvents. 

2. Examples are given of the separation of 3,5-di-iodo-DL-thyronine and 3,5,3’-tri- 
iodothyronine by means of phases saturated and not saturated with each ‘other 
respectively. 

3. By rechromatography of a small piece cut out of a chromatogram, further 
separation can be obtained. 
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