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Un grand nombre de systemes solvants ont 6th proposes pour la chromatographie dcs 
aminoacides sur papier. &pendant il n’est pas possible d’obtenir en une seule chro- 
matographie, m&me a deux dimensions, la separation coq!Gte des 18 aminoacides 
presents dans les hydrolysats de proteines. De plus, en chromatographie & dew di- 
mensions, les aminoacides se rdpartissent, en g&-r&al, sur la feuille de papier en deux 
groupes: celui des aminoacides de faible mobilite et celui des aminoacides de grande 
mobilite’. En vue de l’emploi de la chromatographie sur papier & l’analyse rapide de la 
composition en aminoacides des peptides derivant des proteines, il est necessaire 
d’avoir a sa disposition un procddd permettant l’analyse complete de ces deux groupes 
d’aminoacides. Nous n’envisagerons ici que le probleme de la separation complete des 
aminoacides de grande mobilitd. 

MATtiRIEL ET CONDITIONS OPI?RATOIRES 

Toutes les chrornatographies sont rdalisees dans des cuves (105 1) pour 4 feuilles 
(57 x 47 cm) de papier Whatman No. 4 (surface utile: 43 x 33 cm), par chromato- 
graphic descendante avec ecoulement continu du solvant (des dents, z x z cm, sont 
decouples au bas de la feuille de papier) ; clans ces conditions la surface sur laquelle 
peuvent se repartir les taches d’aminoacides est de 43 x 33 cm. Les chromatogramrnes 
sont tous dquilibrds avec l’atmosphere de la cuve pendant 4. h avant de ddmarrer le 
developpement; l’atmosphere de la cuve est crdd par le “fond de cuve” constitue par 
500 ml de solvant mobile. Ce “fond de cuve” est renouvele apr&.s dix chromato- 
graphies. 

Les conditions operatoires particulieres sont indiqukes dans chaque cas, dans les 
ldgendes dcs Figs. I, 2 et 3. 

Les solvants mobiles sont prepares avec des procluits purs Prolabo (Paris), es- 
cepte l’alcool amylique tertiaire (produit Flucka), 

* Pour unc revue rdccntc voir rdf. I. 
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RhULTATS ET DISCUSSIONS 

Actuellement, le systeme solvant presentant le plus haut pouvoir sdparateur pour les 
arninoacides de grande mobilite est cclui, imagine par B~ISSONNAS~, utilisant respec- 
tivement en I-&e et 2-eme dimension lcs solvants: 

(I) lert.-butanol-methyl6thylc&one-eau (4.: 4 : 2) 

(II) tert.-butanol-m@thanol-eau (4: 5 : I) ,, 

Avec ce systeme solvant, les taches des aminoacides de grande mobilitd se rd- 
partissent uniformement SW la plus grande partie de la feuille de papier chromato- 
graphique* tandis quc les autres aminoacides (ceus formant le groupe des aminoacides 
de faible mobilitd) restent pr&s de l’origine. Toutes les taches des aminoacides de grande 
mobilite sont bien &parkes specialement lorsque le dkveloppement du chromatogram- 
me (feuille 57 x 47 cm) est realis avec Bcoulement continu des solvants dans les dew 
dimensions et en s’aidant d’un marqueur color6 (phenol sulfone phtaleine) de mobilite 
chromatographique legerement plus grande que cellc de l’aminoacide le plus rapide 
(ici le groupe leucine + isoleucine)1v3* e (voir Fig. I). 

Fig. I. Separation chromatographique B dcux dimensions des aminoaciclcs cle grandc mobilitd d’un 
hydrolysat de fraction proteiniquc principalc d’EscJ~evic/~ia ( IOO pg) avcc lc systBmc solvant (non 
moclifie) DE BOISSONNAS~. Feuillc (57 x 47 cm) de papicr Whatman No. 4 (surface utile: 43 x 33 
cm); bcoulcment continu des solvants dans les dcux dimensions suivi griicc au marqueur 
color-d : ph6.nolsulfone phtalbine : cl&eloppemcnt en I-3rc dimension : t1!,‘/.-butnnol-m6thylbtl~yIc~- 
tone--cau (4 : 4 : 2) ; cn z-&me dimension : leul.-butanol-methanol-eau (4 : 5 : I). llcu I isolcucinc; 
Leu = leucinc; Met = methionine; “McSO ex Met” = fraction clc la tache dc mdthioninc osyclde 
B l’air pendant le skhagc (22”) du solvant ayant servi au ddveloppemcnt cn I-kc dimcnslon; 
Phe = ph6nylalaninc; Pro = proline ; Tyr = tyrosine ; m-F-Tyr = ?n-Auorotyrosine ; Val = valine. 

Cependant, si ce systeme solvant permet de &parer parfaitement les aminoacides 
mdthionine, phenylalanine, tryptophane, tyrosine, valine et le groupe leucine + 
isoleucine, ces deux derniers aminoacides sont toujours m6&5s. Differents systemes 
solvants : 

l Pour des ambliorations, par Ies modalit& d’cmploi, dc cc systeme solvant, 
(P* 679), 3 et 4. 

voir les ref. I 
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m8thyldthylcdtone-pyricline-eau (70 : 15 : IS)~; 
alcool isonmylique-pyricline-eau (35 : 35 : 30)~ ; 
alcool terl.-amylique-eau (atmosph&re de di8thylamine)7 ; 

m&hyldthylc&one-a&one-eau (3 : I : 0.6)s; 
peuvent permettre de &parer plus ou moins compl&tement la leucine de l’isoleucine 
mais alors les distances entre les diverses taches d’aminoacides de grande mol-ilit& sont 
moins importantes. Ainsi avons-nous tenth d’apporter diverses modifications au syst&me 
solvant de BOISSONNAS afin de lui permettre de s&parer la leucine de !.‘lstllc-wine tout 
en lui conservant son haut pouvoir sdparateur vis k vis des taches des autres amino- 
acides de grande mobilit& (tryptophane, tyrosine, phenylalanine, mhthionine, valine) 

La Fig. 2(A et 13) montre le rksultat obtenu lorsque l’on developpe le chromato- 

L._- .-.__~1_...‘_..__,. _ “__.__~..___A..__.l 

Pig. z. Nouvcllc combinaison clc solvants pcrmettant d’obtcnir la s&paration compl&te des sept 
aminoacides clc grande mobilitd : isoleucine, leucinc, methionine, ph0nylalanine, tryptophsne, 
tyrosine, valinc. Feuille (57 x 47 cm) dc pnpier Whatman No. 4 (surface utile: 43 x 33 cm); 
Bcoulement continu cles solvunts dans Its deux dimensions suivi gr;ice aux marqueurs color&: en 
I-&c dimension, m&thy1 orange III (b = d&part; b’ = arrivitc) : cn 2-&me dimension, ph6nol- 
sulfone phtaldine (a = cl@art; a’ = arrivbe); dbvcloppcment en I&c dimension: nlcool levl.- 
amylique-mbthyl6thylc8tone-eau (G : 2 : 2) pour le chromstogramme A, (4 : 4 : 2) pour le chromato- 
gramme 13; en 2-&me dimension: lwl.-butanol-mbthanol-eau (4 : 5 : I) ; quantit6 d’aminoacide mist 

cn ocuvre: IO /lg par tachc. 

gramme en I-kc cli.mension avec le nouveau solvant (koulement continu) : 

(Ia) alcool 2erl.-amylique-m~thyldthylcetone-eau (4: 4: 2) ou (Ib) alcool te&-amy- 
lique-mdthyl&l~ylc~tone-eau (6 : 2 : 2) et en z-&me dimension avec le solvant habitue1 
de BOISSONNAS 

(II) tert.-butanol-mdthanol-eau (4:5:1)*. 

* On peut, dans le solvant (II), remplacer le m&thanol par clc 1’0thanol; le pouvoir s6parateur 
du syst&me solvant est consew mais l’dcoulement du solvant est ralenti; le scul avantagc du 
solvant (III) (lert.-butanol-Ethanol absolu-cau (4 : 5 : I)) reside dans la reduction de sa toxicit par 
rapport & celle clu solvant (II). 
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Comme on peut le voir dans le chromatogramme de la Fig. 3*, le pouvoir separa- 
teur du nouveau couple de phases solvames mobiles est encore plus 6leve clue celui du 
systeme solvant original. Les 7 aminoacides de grande mobilitd-isoleucine, leucine, 
methionine, phenylal.anine, tryptophane, tyrosine, valine - sont completement .&par& 
sur un seul et m&me chromatogramme. L’emploi de marqueurs color&s appropries 
(en r-&e dimension : methyl orange III ; en z-&me dimension : phenolsulfone phtaleine) 
de mobilite legerement plus &levee que celle de l’isoleucine (aminoacide du groupe 

Fig. 3. Application du nouveau systeme solvant Q I’analyse chromatographique des aminoacides de 
grande mobilit contenu dans un hydrolysat (50 1~6) de la fraction proteinique principalc d’E.coZiO. 
Conditions operatoircs iclcntiques a celles de la Fig. 2 ; noter la sGparation complete de la leucine ct 
de l’isolcucino et l’amelioration de la separation dc la phdnylalanine de la 3-fluorotyrosine (voir 

Fig. I). 

dont.la mobilit est la plus grande) permet d’ameliorer la reproductibilite des separa- 
tions obtenues d’un lot i l’autre d’une m&me qualite de papier. Toutes les conditions 
operatoires utilisees pour realiser le ddveloppement de ces chromatogrammes sont 
indiquees dans les 16gendes des Figs. 2 et 3, 

La composition du solvant (Ia, ou Ib) utilise pour le d6veloppement du chromato- 
gramme en r-&e dimension a 6th imaginee en tenant compte des observations de 
WORK’ qui a montre clue la leucine et l’isoleucine peuvent Gtre separkes par l’alcool 
tert.-amylique sature d’eau (en atmosphere de diethylamine) ; mais nous avons prefer6 
le solvant (Ia) au (Ib) puisqu’on saitlc clue le systeme preckdent n’a pas un tres bon 
pouvoir separateur pour les autres aminoacides de t&s grande mobilit et que la 
diethylaminell g&e la revelation des taches d’aminoacides par la ninhydrine. 

RtiSUMti 

Ainsi en modifiant seulement Egerement le systeme solvant de BOISSONNAS a-t-on pu 
mettre au point un systeme solvant ;i haut pouvoir separateur pour l’ensemble des 7 

* L’hydrzysat analyse dans cc chromatogramme correspond aux protciincs de la “fraction 
proteinique principale” (voir ref. 3) isolecs d’ E.coli ayant incorporb de la 3-fluorotyrosine au tours 
de sa croissance en prhencc dc cct analoguc cle la tyrosinc”. 
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aminoacides de grandc mobilite : isoleucine, leucine, methionine, phenylalanine, trypto- 

phane, tyrosine, valine. 

SUMMARY 

By modifying the solvent system of BOISSONNAS only slightly, a system was obtained 

that had a high separating power for the’ seven amino acids of high mobility, viz. 

isoleucine, leucine, methionine, phenylalanine, tryptophan, tyrosine and valine. 
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