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S6paration des acides amin& par chromatographie en cow&e mince 
de di&hylamino&hyLcellulose 

Depuis l’introduction par STAHLI de la chromatographie en couche mince dans Ia 
pratique courante cette methode s’est rapidement imposee dans divers domaines de 
la. chimie analytique~,S. L’avantage de cette technique est, son caractere micro-ana- 
lytique - des quantites de l’ordre de 0.5 ,ug d’un aminoacide peuvent &tre rev&es - 
et sa rapidit d’execution. 

Plusieurs supports ont et6 proposes pour la skparation des acides an&es : alumin?, 
silicageP, celluloseO et dextrannes7’8. 

Dans la presente note, nous apportons quelques resultats obtenus dans la &pa- 
ration des aminoacides en couche mince de di@tl~ylamino&hyl (DEAE)-cellulose. Ce 
support a et6 deja utilisk par KNIGIITOJO sous forme de papier avec des tampons 
aqueux comme liquides de ddveloppement . La chromatographie sur DEAE-cellulose, 
appliquee en couche mince sur une plaque de verre et avec des solvants organiques 
comme moyen de developpement, permet la separation de tous les aminoacides 
courants avec la meme simplicitci: et rapidit que sur d’autres supports. De plus; sur 
DEAE-cellulose, la ninhydrine donne avec certains aminoacides des colorations 
specifiques permettant de les identifier facilement; d’autre part la sensibilite de la 
revelation par ce reactif atteint 0.05 ,ug pour la plupart de ces derniers. 

Pr~fiaration des @aques. La dimension des plaques de verre est de 20 x 20 cm et 
accessoirement de 13 x 16 cm. Le nettoyage prdalable de ces plaques par un detergent 
tout d’abord, par la soude caustique ensuite, est indispensable pour obtenir une bonne 
adherence du support. 

La DEAE-cellulose est une preparation MN 300 DEAE* . Selon les indications du 
fabricant, on nGlange 8 g de poudre MN 300 DEAE avec 2 g de poudre MN 300 (poudre 
de cellulose) et 90 ml d’eau distill&e. La suspension peut &re &al&z sur la plaque, soit 
au moyen d’un appareil approprie, soit simplement au moyen d’une spatule. La 
fluidit de la suspension permet en effet, en inclinant rapidement la piaque tenue sur 
une main, tant6t d’un ccite tantot de I’autre, d’obtenir un Btalement r&ulier de la 
couche. Les plaques sont sech8es a tempkature ambiante sur une surface parfaitement 
horizontale. 

Les meilleurs resultats sont obtenns lorsqu’on lave la chromatoplaque au prkalable 
en faisant une “chromatographie a blanc” dans le syst&me de solvants utilise. Quand 
le solvant atreint ie bocd superieur de la chromatoplaque, on la s&&e, et apr&s l’appli- 
cation des 6chantillons a analyser, on l’utilise dans le m&me sens qu’au tours du lavage. 
Ce traitement prealable s’avere indispensable pour les systemes de solvants contenant 
comme composant un acide organique; dans ce dernier cas, la DEAE-cellulose doit 
Gtre saturec par l’acide. Le traitement indique ci-dessus peut $tre remplace par un 
lavage rapide de la chromatoplaque au rnoyen d’une solution de l’acide B 20% dans 
le mkthanol. 

Les Bchantillons a analyser sont appliques de la maniere habituelle. Des quantites 

* .Ets. Machcrey, Nagel & Co, Diircn, Allcmagnc. 
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comprises entre 0.05 et 2 ,ug de cbaque aminoacide peuvent &tre utilisees. Les points 
d’application des Bchantillons doivent &tre soigneusement &ches. 

Le developpement se fait toujours dans le sens ascendant. On peut prolonger la 
chromatographie en adaptant sur le bord superieur de la chromatoplaque une bande 
de papier Whatman No. I de la m&me largeur. Cette bande est appliquec contre la 
couche au moyen d’une plaque de verre de 3 x 20 cm, tenue a ses deus bords par des 
pinces a dessin. La ban& de papier qui prolonge ainsi la couche, passe sous le couvercle 
et sort de la cuve de chromatographie sur une longueur de quelques centimetres. Ce 
dispositif permet l’evaporation du solvant au fur et a mesure qu’il arrive dans cette 
zone. 

11 est possible de faire la chromatographie bidimensionnelle sur ce support h 
condition d’utiliser soit une paire de syst&mes ne contenant pas cl’acide, soit deux 
systemes successifs contenant comme composant le m&me acide. 

Sobants. Parmi la douzaine de systemes de solvants examines, 9 ont ete retenus: 
I, Propanol-ammoniaque 2 hl (80: 20, v/v!, Pour eviter que certains acides amines 

ne donnent deux taches (leucine, phenylalanine, etc.), avant le developpement la 
chromatoplaque doit &re pas&e au-dessus d’un flacon d’ammoniaque concentree, ou 
bien Bquilibree pendant I ou 2 h dans la cuve avec les vapeurs des solvants utilises. 
L’emploi du butanol j la place du propanol donne le r&me type de &paration entre les 
acides amines mais avec des RF plus petits. 

2. Isopropanol-ammoniaque 2 N (80: 20, v/v). MGmes precautions clue pour 
systeme I. 

3. Butanol secondaire-butanol tertiaire-methyl&hylc&tone-eau (I : I : I :I, v/v), 
en presence de 0.5 yO de diethylamine. Les rnemes precautions que pour systeme I. 

4, Pyridine-eau (80: 20, v/v). Le lavage prealable de la chromatoplaque par le 
syst&me de developpement, ainsi que nous l’avons indiqud ci-clessus, est recommancle 
afin d’eviter des trainc5es. 

5. M&hanol-pyridine-eau (So : 4: 20, v/v.). 
6. Butanol-acide ac8tique-eau (4: I : 5, v/v), phase superieure. Le traitement pre- 

alabie de la chromatoplaque par le systeme de dkeloppement, ou bien par le methanol 
contenant 2 o o/o d’acide acetique est indispensable (voir ci-dessus) . 

7, M8tl~yl&thylcktone-pyridine-acide acetique-eau (70 : 15 :2 : 15, v/v). Voir sys- 
t&me 6 pour le traitement prealable de la chromatoplaque. 

8. Pyridine-acide acetique-eau (30: IO: 7, v,/v). Voir systeme 4 pour le traitement 
prealable de la chromatoplaque. 

9. Methanol-pyridine-acide acetique-eau (80: 4: I : 20, v/v). Voir systeme 6 pour 
le traitement prr5alable de la chromatoplaque. 

VaZezws RF. Dans le Tableau I nous avons reuni les RF des aminoacides dans les 
solvants cites ci-dessus. Pour faciliter la comparaison entre les RF obtenus dans les 
divers solvants, nous avons prefere disposer les aminoacicles dans l’ordre dans lequel 
ils apparaissent en g&&al sur une chromatoplaque (l’ordre cles Wr;l d&croissants). 

La chromatographie des aminoacides en couche mince de DEAE-cellulose presente 
quelques avantages sur celles utilisant d’autres supports: elle apparaft plus sensible 
et permet l’obtention de colorations specifiques pour certains aminoacides rev&s a 
la ninhydrine, ce qui facilite leur identification. 11 semble que cctte coloration specifique 
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soit due & la prdsence dans la DEAE-cellulose d’un groupe amine substituh. En effet, 
des colorations sp&ificlues sont Bgalement observ&es sur un support form& par 1’8pi- 
chlorhydrine tri&hanolamine (ECTEOLA)-cellulose, alors qu’elles ne le sont pas dans 
le cas des supports cellulosiques ne contenant pas de groupes amin& (CM-cellulose)) 
(r&ultats non publit%). 
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The use of Sephadex G-25 in partition column chromatography 

Cellulose powder column chrotiatography has been used for the separation of a variety 
of materials, i.e. sugars and amino acids. However, it has not always been as successful 
in resolution as might have been predicted from the results obtained with paper sheet 
chromatography. The main difficulty has been the packing of a uniform column. 
Modifications have been made in the preparation of the cellulose, as well as the use of 
other column materials such as starch, but these also suffer from the problem of pre- 
paring columns which will give reproducible results. 

Sephades, a cross-linked destran (obtained from Pharmacia, Inc. as Sephades 
G-25); has been used very successfully in the fractionation of various biological 
materials according to their molecular size 1, This cross-linked dextran has not been 
as useful for the fractionation of mixtures of individual monosaccharides or amino 
acids by what is essentially adsorption chromatography”. 

We have used Sephadex G-25 partition column chromatography to separate mix- 
tures of sugars, amino acids and to some extent a purine and a nucleoside. The method 
utilizes various solvent mixtures previously used for paper partition chromatography 
of the materials to be separated. 

Exfierimental 

The solvents used were: solvent A, butanol-I-acetic acid-water, 62 :15 :25 (by 

volume) and solvent B, ethanol-1 M ammonium acetate pH 7.5, 7 : 3 (by volume). TO 

prepare the columns, 5-10 g of dry Sephadex G-25 powder was stirred for 18-24 h with 
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