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Lorsqu’on desire proceder a des analyses chromatographiques de routine dans 
le domaine de la determination de la structure primaire des proteines (enchainement 

des aminoacides), il faut etre en mesure de repeter un grand nombre d.essais d’identi- 

ficatinr? d’aminoacides ou de certains de leurs derives. 11 est done extr&mement 

interessant de pouvoir r6aliser ces essais a l’aide d’un matiriel tres simple, peu 

couteux et peu encombrant. Connaissant l’intCr&t que presentent dans ce domaine les 

techniques de la chromatographie en couche mince, nous nous sommej attaches h la 

mise au point de conditions operatoires et d’un materiel permettant de realiscr simul- 

tanement un grand nombre de chromatogrammes SW de tres faibles quantitds de 

substance et dans des conditions experimentales tr.6:. + lrariees. Pour realiser ce program- 
me, nous avons mis au point une modification de ?. cuve de RRENSER ET SIEDER- 

WIESER'. Le modele de cuve que nous proposons est d’un emploi tres g&k-al; en parti- 

culier, il permet de realiser les diffdrents types J>ossibles d’operations chromato- 

graphiqucs : d&velopJwment de chromatogrammes en atmosphere conditionnee ou 

non, ddvclnppemrnt avcc ou sans koulement continu du solvant, ecoulement continu 
des solvants hors des limites de la couche mince avec ou saw evaporation du solvant 

rnobill~ en extremite de coucllc, ddvclopJ~emcnt en scconde dimension d’une portion 

choik: du chromatogramme deja dCvclopJk en totalite en r&e dimension etc.. . .Grace 

aux Jaocddes que nous allons decrire, on peut realiser des chromatogrammes B dew 

dimensions ou des chromatoClectrogrammes avec ou sans ecoulement continu des 

solvants et ainsi repartir les taches de substances sur la surface totale d’unc couche 

mince (200 I. ZOO mm). Des methodes tres simples et efficaces de couplage electro- 

phorke-chromatographie scront Cgalement d&rites. 

Ce materiel et les modalites de son emploi ont donnd d’cxcellents r&ultats 
dant; le domaine de la chromatographie en couche mince de poudre de ccllulosc des 
aminoacides libre+‘, 3 et des dinitrophenyl-aminoacides4* j, Le faible encombrement 
que rcpresente chaclue dispositif de chromatographie et la possibilite de faire des 

empilements font qu’il est possible de reahser simultanement jusqu’a So chromato- 

grammes sur un plan de travail d’un metre carre et en une journee de laboratoire. 

Quoique les methodes d&rites aient CtC mises au point pour la chromato- 
graphic des substances hydrosolubles sur couche mince de J>oudre de cellulose sans 

liant, cllcs J’euvcnt au.isi &-e employees, sous certaines conditions, pour la chromato- 
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graphic dans des couches minces form&es d’autres matieres et done dans des couches 

mecaniquement moins resistantes. Ainsi les methodes d&rites peuvent, avec quelques 

modifications, s’appliquer a la chromatographie des substances liposolubles. 

I. TECHNIQUES EXPRRIMEKTALES ET MATkRIEL UTJLISri 

Couches vninces 
Les couches minces (250 p) utilisees sont form&es, sur plaque de verre 200 >: 200 

x 4 mm, 8. partir de poudre de cellulose sans liant (Macherey et Nagel No. MN3oo; 

taihe moyenne des particules: IO p) de la maniere decrite dans les rCfCrences?~s. Ces 
couches sont mecaniquement tres resistantes; avec des solvants mobiles aqueux 

ou organiques on peut realiser sur ces plaques drs chromatographies en “couche 

mince plafond” ou en “couche mince plancher”, c’est a dire dans des conditions 

telles que, dans la cuve a chromatographie, la couche mince soit portee par la plaque 
de verre superieure ou par la plaque de verre inferieure. 

Dans sa realisation et sa mise en oeuvre la plus simple, la cuve a chromato- 

graphie utilisee est celle qui est reprehentee par le schema de la Fig. I. Les deux grands 

c&es de la cuve sont form&s par deux plaques de verre (200 x 200 x 4 mm) espacees 
par un &trier (u) en forme de u $(s lo~zg que les plaques. Cet &trier est for-me Q partir 

d’une baguette de verre pyrex de 6 mm de diametre. La plaque de verre superieure 

Fig. I. Principe dc montage d’une “auto-cuvc”, pour dtveloppemcnt d’un chromatogramme en 
“couchc mince pfafond”, mcttant cn ocuvrc unc cuvctte a solvant modif&. cmc = couche mince 
de poudre de cellulose sur la face infericurc de In plaque (200 x a00 x 4 mm) de vcrre supci- 
rieure (ps); b = baguette (tliamt’tre: 6 mm) de fcrmeturc dc l’autocuvc; c = cuvette a solvant 
comportant, aux deux cxtrfmitck, un rebord pcrmcttant sa fixation facile B la plaque dc vem 

'+.,,I 2 l'_:,J SUpEiiCUiC \pj II I cu\aC <!C p$crs 5 <&sin; !I - la*guc..tc !*7 .x -4.z cm), tlr papier Whatman No 2. 
amenant Ic solvent tic la cuvctte (c) a la couche mince; pi = plaque infericurc (LOO x zoo ii 
4 mm) dc vcrrf_: u = @trier de verre (tliam~tre: 6 mm) scparant Its dcux plaques de verre (ps, pi); 
I’enscwble est maintcnu en place grace B tics pinccs a dcssin dc petite ( J , largeur x ouvcrturc: 
20-40 x 6 mm) ou de grande ( j., largcur :‘: ouvcrturc: 80 % lo-15 mm) taillc. 

.I. Ckron1rl~o,g., .ZL (rgh6) 336-346 
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(ps), ici, Porte la couche mince sur sa face inferieure. L’ensemble, constituant quatre 

des cot& de la cuve, est maintenu en place a l’aide de pinces a dessin. Le solvant 

contenu dans la cuvette (c) est amen6 a la couche mince par une languette de papier 

(IJ pliee en trois segments (a$,y), Unc extrCmite (/3,r) de cette languette (1,) baigne 

dans le solvant tandis que celle (a) qui repose sur le bord de la cuvette a solvant se 

trouve mise au contact de la couche mince (trace tt’ de la partie a de la languette 1, 

sur la couche mince). A l’aide de deux petites pinces a dessin et grace aux rebords 

(5 x 5 x 25 mm) m&rages dans ses deux petits &es, la cuvette a solvant est fixee a 

la plaque de verre superieure; ainsi cette cuvette assure Cgalement la fermeture du 

5-eme c&C de la cuve a chromatographie. Dans le cas de la Fig. I, le 6-&me c&C de 

la cuve est ferme par une baguette de verre (diametre 6 mm). Nous verrons que cette 

fermeture du G-&me c&C de la cuve a chromatographie peut &tre assuree par d’autres 

dispositifs (voir Fig. 4) que la baguette de verre (b). Dans certains montages, l’etrier de 

verre (u), la baguette de verre (b) peuvent etre remplaces par des pieces de polyethyl- 

ene haute pression ou de polytetrafluoroethykne. Une cuve a chromatographie 
similaire peut etre construite pour des plaques de verre 400 x 200 x 4 mm. 

Pour la plupart des solvants employ& en chromatographie de partage direct 

et en silrO171atographie de relargage un(: cuvelle a solvant usinee dans un bloc (2.5 >’ 

2.5 ,.; 20 cm) de chlorure de polyvinyle (Afcodur, Leucoflex) suffit; iorsque la chroma- 

tographie est rCalisCe dans des solvants attaquant le chlorure de polyvinyle (exemple, 

melange methyl-Cthyketone-acetone-eau), on emploie des cuvettes en polyethylene 

basse pression. 
La cuve a chromatographie ainsi d&rite sera dCsigr.ee sous le nom d’“auto- 

cuve” ; lorsque ses composants sont assembles avec des pinces suffisamment puissantes, 

la cuve obtenue est d’une Ctancheite satisfaisante qui permet son emploi dans tous les 

domaines de la chromatographie en couche mince. 
On peut remarquer que le modele d”‘auto-cuve” decrit differ-e en trois points de 

celui de RRESSER ET SIEDERWIESER~: plus grand espace menage entre les deux 

plaques de verre, plus grande accessibilite de I’ouverture de la cuve se trouvant a 

l’oppose de la cuvettc a solvant, plus grande facilite de fixation de la cuvette a 
solvant SW la plaque de verre superieurc. Ces modifications rendent cette auto-cuve 

plus maniable et permettent de I’emnloycr dans un plus grand nombre de cas. 

Cellicles d’dectroj%orthe 
Pour obtenir des separations Clectrophoretiques SUI couches minces (250 p), 

port&es sur plaques 200 \’ 200 (ou 400) 2; 4 mm, en r&e ou &me dimension, nous 
avons mis au point des dispositifs simples (voir Fig. 2) utilisant, en general, des reci- 

pients en matieres plastiques d’origine commerciale. Dans la plupart des cas, avec des 

gradients de potentiels compris entre 15 et 20 V par cm, il est possible d’obtenir par 
electrorhCophorese6v7 en couche mince, la separation des substances, sous for-me de 

petites taches tres nettes, en 30 & 240 min. La cellule d’electrophorese A de la Fig. 2 

permet d’utiliser des plaques 200 IX: 200 mm, les cellules B et C des plaques zoo x 

400 mm; le champ est applique respectivement sur 200 mm dans le montage B et sur 
400 mm dans le montage C. 

Dans tous les cas, nous utilisons un meme gPnCrateur de tension continue 

constitue par un transformateur dont le circuit secondaire est h point moyen (350 - o 

- 350 I’err.), une valve biplaque $3 (chauffage : 5 \‘err., 3A eff.), une cellule de filtrage 

,I. Chrowatog., zz (1966) 336-346 
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enz (16 ELF, t.s. IOOO V, * io H, 300 Q, C.S. IZO mA; 8 pF, t.s. 1000 V) ; la cellule d’Clec- 
trophorbe est montCe en parall6le avec une kistance de l’ordre de IOO,OOO 52 (IO 

watts) montCe en potentiomktre aux bornes de sortie du gCnCrateur de tension 

continue. 

ML A 
cm 

Cl 

r----T 

P’2 

=5 

Fig. 2. Dispositifs simples pour l’&lectrophor+se “basse tension” en couche mince de poudre de 
celiulose. (.I) pour plaque: LWJ n LUU h 4 mm. (C) pour plaque 200 j: 400 :; 4 mm, sens d’Clec- 
trophorkse 200 mm. (C) pour plaque zoo x 400 x 4 mm, sens d’Clectrophortse 400 mm. c1 = 
2 cuves en plexiglass 34 x 23 x 4.2 cm: c2 = cuve en polypropyl$ne 21 x IO x 6 cm pour 
800 ml de liquide, ou 21 x 14 x 6 cm pour I 1 de liquide; cg = cuve en polypropyl&ne 48 x 32 x 

7.5 cm; C~ = cuve en chlorure de polyvinyle 44 x 9 x 8 cm, B Blectrodc incorporte, pour 2 1 de 
liquide; cj = cuvc cn plexiglass 24 Y. 12 :: j cm pour 900 ml de liquid?; c = Clcctrodc amovible; 
1, = languette (19 x 6 cm) de papier Whatman No. 2; o1 = orifice (41 x G cm) perk dans le 
plateau (~1,) & 3 cm du bord; o2 = orifice (LI x 3 cm) perch dans lc plateau (~1,) g 7 ci du bord; 
p1 = plaque de verrc LOO x 100 x 4 mm; p, ., = plaque de verrc zoo x 400 x 4 , .n; p1,p2 
portent la couche mince (250 jl) dc poudrc de cellulose: pl 1 = plateau en chlorure de polyvinyle 
(35 x 50 cm) ; pl, = plateau (35 x 58 cm) ; r = rkglette de plexiglass. 

Rh?LTATS ET IIISCUSSIOS 

BREWER ET XIEDERWIESER~ ont proposk un dispositif ingknieux pour rdaliser 

le ddvrloppement rontinu des chromatogrammes sur couchc mince par Cvaporation 
du solvant mobile en extr&nitk de plaque. Du point de vue rCalisation, on peut 

cependant reprocher au dispositif tcl clu’il est d&-it par ws autcursl d’exiger l’emploi 

d’un dispositif de serrage encombrant pour la fixation de la cuvette & solvant et de 

ne laisser qu’un Ccartement trop faible entre les plaques de verre. Ainsi les gouttelettes 

de solvant, qui se condensent sur la plaque de verre supkrieure ne portant pas de 

couche mince ont tendance g mouiller la couche mince port& par la plaque de verre 

infhrieure. Enfin, et surtout, le mod&le de cuve SI chromatographie en couche mince 

proposPl par BRE~XER ET XIEI)EIIIYIESER~ n’a CtC conGu qu’en vue de son emploi en 

chromatographie avec Ccoulemcnt continu du solvant par Cvaporation de ce dernier 

101s de son arrivke en extr6mit6 de couche mince. 

Reprenant le principe proposC par ces auteurs’, h savoir la possibilit6 de 

former UII~ cuve h chromatographie en couche mince avec deux plaques de verre 

dont I’une Porte la couche mince, nous avons mis au point un modkle de cuve, dont 
1 .e mnntage n’exigc (1lu’l.m materiel simple et rourant, et qui peut &tre utilisC dans tous 

les cas possibks de chromatographie: dCveloppement avec ou sans Ccoulement continu 

du solvant, dCveloppemcnt d’unc cnuche mince fix& SUI la plaque de verre infCrieure 

J. Clwornntog., 22 (r96G) 336346 
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ou supkieure, dCveloppement simultan6 de deux chromatogrammes sur deux couches 

minces se faisant face, dkveloppemcnt en atmo?phQe conditionnke, etc. 
Dnns sa mise en oeuvre la plus simple, ce dispositif est dtkrit p, 337 et dans la 

Fig. I ; dans cette figure, on a rep&sent6 lc d@veloppement (sans dcoulement continu) 

d’un chromatogramme cn “courhe mince plafond” (voir p. 337). 

CAro99tatogra$dzie sans kotrlenzent contiuzL dfr solvant 
Sur la Fig. 3, sont donnCc des schCmas qui montrent diffkents cas de mise en 

oeuvre de la chromatographie en couche mince de poudre de cellulose 5 l’aide d’“auto- 

cuve” sans Ccoulement continu du solvant. Dans tous les cas, le c&5 de la cuve, qui 

est i l’oppos6 de la cuvette B solvant, est fermk par une baguette de verre (b). Le 

sch&ma A montre le montage qui permet de d&elopper un chromatogramme sur 

“couche mince plafond”; dans ce cas, l’alimentation en solvant est faite B travers la 

languette (1,) de papier dont l’extSmit6 mise au contact de la couche mince, est 

serrCc entre la plaque de verre supCrieure (ps) et le bord de la cuvette & solvant (c). 

ci 

Fig. 3, Schkmas montrant diffkrnts cas de mist en oeuvrc de la chromatographie en couchc mince 
dc pou(lrc dc ccllulosc h 1’Atle d’ “auto-cuvcs”; tlC\~cloppcment: (.I) d’une “couchc mince plafond”; 
(1%) d’unc “coucl~c mince planchcr”: (C) d’unc “couche minw plafond” (ps) avcc Ccoulrmcnt pr& 
nlablc ou (et) simultan6, dans la couchc mince infkicurc (pi) d’un solvant crknt I’stmosphkre 
tic la cuvc. I) = bagucttcs de vcrrc’ (dtam+trc 6 mm) formant lcs “auto-cuvcs”; c = cuwttc & 
sol~ant: ci = cuvettc infirwurc h sol\ant: cs = cuvcttr sup&icurc i solvant: I,,]? = langucttes 
(rcspcctivcmcnt: 17 r _I.2 ct I j ‘? 5.5 cm) tic pnpicr \Thatman X0. 2, anicnant Its solvants des 
cuvcttcs (c, ci. cs) aus lwrtls clcs couches minces tic poudrc dr ccllulosc (surfaces hachurks); 
II .=~ I;ln#‘!“ttl: (I; 0 ml) rlc papi(.r permcttant tJ\~cntucllemcnt l’koulcmcnt cuntinu du solvant 
incri-ant I’atmosphkrc de la cuve: pi, ps = respcctivemcnt, plaques de wrre (zoo x ZOO x 4 mm) 
infdrieurc et supiricurc; r = l,cCglette (180 x 20 x 4 mm) de verre: u = trace de l’btrier de verre 
(u, de la Fig. I); j. = positions de cl+6t clcs substances B soumcttrc $ la chromatographie. 

Dans le sch@ma R, on a reprksent6 le montage utilisk pour dCvelopper un chromato- 

gramme en “couche mince plancher”; I’alimentation en solvant de la couche mince 

est obtenue par I’intermCdiaire de la languette de papier (IJ qui est appliquCe sur 

le bord de la couche mince g&e j la rbglette de verre (r) d’&pait;scur plus faible que 

l’espace existant entre les deux plaques de verre (ps, pi). Lorsqu’on utilise des couches 

minces de poudre de cellulose, I’une ou l’autre des m6thodes pr&c&dentes de d&e- 

loppement (A ou I3, Fig. 3) peuvent Ptre utilis6es; en gCnCra1, on prCfPre cependant ., 
Pmp!fxx !e montage le plus simple, c’est i dire celui rcprkntk dans lc schitma A. 

I.orsq;‘il s’agit de couches minces fragiles (SiO,, X1203) pour lestluelles le&keloppe- 
mcnt du chromatogramme ne peut done avoir lieu qu’cn “couche mince plancher” 
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on utilise le montage B (Fig. 3) l . Pour les couches mint es de support active (chromato- 

graphic d’adsorption) on remplace I’etrier de verrc (u), la baguette de verre (b) et la 
rdglette de verre (r) par un cadre (epaisseur 6 mm) tail!+? dans une plaque de poly- 

Cthylenc haute l-,lession. Dans ce cas, le cadre maintient en place la languette 1, 

(comme dans le schema B de la Fig. 3), ferme la cuve, permet de maintenir la separa- 

tion entre les deux plaques de verre (ps et pi) et, enfin, protege la couche mince de la 
d&activation par l’humidite atmospherique. 

Le schema C de la Fig. 3 montre le montage utilise pour developper un chro- 
matogramme en couche mince, dans une atmosphere conditionnee. Ici, I’auto-cuve 

contient deux couches minces se faisant face. Dans un premier temps, l’atmosphke 

de la cuve h chromatographie est cr&e par l’irrigation de la couche mince inferieure 
par un solvant volatil approprie; pour obtenir ce resultat, le solvant intrnduit dans 

la cuvette inferieure (ci) est amen6 a la couche mince a I’aidc de la languette de papier 

(la). Apres un temps convenable, le sol\.ant devant permettre le developpement du 
chromatogramme dans la couche mince superieure (ps) est introduit dans la cuvette 

sup&km-c (cs). Xinsi le developpement du chromatogramme (alimentation en solvant 
a +-avers la languette de papier 1,) peut avoir lieu en atmosphere conditionnee 

(vapeurs de solvants organiques, ammoniac, aruiiles alipl~,+ticl-uzs volatile;, pyridinc, 

acides volatils etc.. . .). Ii emarquons qu’il peut Ctre intdressant de mettre, au contact 
de I’extrCmitC de la couche mince infdrieure, une languette de papier (1,) afin de 

permettre l’ecoulement continu Cventuel du solvant devant creer l’atmosphere de 

la cuve. 
Dans l’exemplc quc nous venons de decrire, les dcux coucl~cs minces reprbentees 

dans le schema C (Fig. 3) sont a base de poudre de cellulose et sont, done, mecani- 

quement trPs resistantes. Lorsqu’il s’agit de faire une chromatographie clans une 
couche mince fragile, le developpement du chromatogramme doit dtre reali& dans la 

couche mince inferieure et le solvant qui va creer l’atmosphere de la cuve devra done se 
deplarer dans la couche mince supdrieure h base de poudre de ccllulosc; dans ce cas, la 

languette de papier (1,) cst, dvidcmment, mist au contact de la couche mince sulk- 
rieure et son extrdmite cst rcpliec sur la fact sulkicure de la plaque de verre sup& 

rieure. 
Lc dispositif rcprc%ent+! thins lc schema C (I;&. 3) cst extrFmement intercssant 

puisqu’il permet de faire des chromatographies dans une atmosphere rigoureusement 

controlee, operation qui ne pouvait &tre realisee, jusqu’ici, qu’en chromatographie 

sur papier. Signalons que cc dispositif a danne d’excellents rdsultats4~5 pour la chro- 

matographie, en atmosphere fortement ammoniacale, ues dinitro-phenyl-amino- 

acides SW nouche mince de poudre de cellulose. 

Remarquons, enfin, que clans le cas du montage represcnte dans le schema C 

(Fig, 3) le modele adopt6 pour la cuvette h solvant (c) de l’auto-cuve (voir Fig. I) 

rend tres aisee la fixation (a I’aide de /~tites pinces h dessin) des cuvettcs inferieure et 

superieure aux plaques de verre. 

Chrowdogrufdic aTgee kordemcnt continrr d~r solvmtt 
Si d;lns les dispositifs A et 13 de la Fig. 3, on tire lCg?rement vers I’exterieur la 

baguette de verrc (b), lorsque le front du solvant a atteint l’ouverture de la cuve h 

l Dans ce cas, or: pcut rcmplacrr la rdglette de verre I par une ri-glettc (verre vu poly~thylkw 
haute pression) de meme fpaisseur que l’espace existant entre ies deux plaques de vcrre (pi et ps). 

J. ~:hrwwlog., LZ !196b) 336-3~6 
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chromatographie, on peut realiser a I’instar de BRRNWER ET NIEDERWIESER un 

developpement continu du chromatogramme par evaporation du solvant en extre- 

mitC de plaque. En fait ceci ne peut &tre pratique que pour des temps courts de de- ,a 

veloppement continu et avec des solvants dont tous les constituants sont Cgalement 

(et suffisamment) volatils. Pratiquement, dans beaucoup de cas, ce procede donne 

des resultats tres peu reproductibles; ceci est dt’i au fait que, d’une part, le dispositif 
est extrcmement sensible a I’action nefaste des courants d’air et que d’autre part, 

les impuretes contenues dans la poudre de cellulose de la couche mince et dans les 

constituants du solvant mobile s’accumulent en extr&nitC de plaque et bloquent plus 

ou moins rapidement la progression du solvant. 

Pour pallier tous ces inconvenients, nous avons mis au point un pro&de 

nouveau de deveioppement continu des chromatogrammes en couche mince. A 

la place de la baguette (b) de verre (voir schema A de la Fig. 3) qui forme le 6-&me 

c&C de I’auto-cuve, nous avons mis un accordeon (Ia) de papier (voir schema A de la 

Fig. 4) dont une des faces du premier pli est au contact de I’extremite de la couche 

lcm 
PS 

/ I 

Fig. 1. Dispositif simple et maniable permettant 1’Ccoulcment continu du solvant hors des limites 
de la couche mince; seule la partie terminale de la couche mince, mise en ocuvre dans une “auto- 
cuve”, est represent& dans le schema ci-dcssus. En A: developpcment d’une “couchc mince 
plafond” dc poudrc de cellulose; en H: developpemcnt d’une “couche mince plafond” (ps), 
avcc ecoulement simultane dans la “couchc mince planchcr” (pi) d’un solvant volatil maintenant 
une atmosphere conditionnee dans la cuvc de developpement ; 1 i = languettc de papier Whatman 
No. L permettant l’ecoulcmcnt continu du solvant crean? l’atmospherc dc la cuve; 1, = languette 
(185 x LZO cm) de papicr Whatman So. 2 plik (or-14 plis) cn accordeon et emballee, dk la Ame 
face du I-er pli, dans une languette (180 x 35 x 0.2 mm) de polyCthylene; pi, ps = respcctive- 
ment, les plaques de verre inferieure et superieure de l’auto-cuve. 

mince. Des que 1~ I lu solvant arrive en fin de couche mince, il continue B pro- 

gresser dans le papicr et ainsi on realise un developpement continu du chromato- 

gramme. Ann de rendre le dispositif insensible h I’action des courants d’air, une 

languette (IJ de polyethylene haute pression (agrafee sur le second c&C du premier 

pli) recouvre la partie externe de I’accordeon de papier. Ce dispositif a permis d’obtenir 

des separations interessantes dans le domaine de la chromatographie des amino- 

acide+ 3 et de certains dinitro-phenyl-aminoacides 4v5. En combinant les dispositifs 

A de la Fig. 4 et C de la Fig. 3, on obtient un montage qui permet de realiser, en at--“‘ 

mosphere conditionnee, le developpement continu d’un chromatogramme “en 
couche mince plafond”. On trouvera, dans le schema B de la Fig. 4, une reprbenta- 
tion de I’extrCmitC de ce montage, 

J. Ckvomnfog., zz (1966) 336346 
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Pour le developpement continu de chromatogrammes en “couche mince 

plancher”, des dispositifs similaires aux precedents peuvcnt Ctre monk%; dans ce cas, 

la languette de papier (la), l’accordeon de papier (I.,) partiellement entoure par la 

languette de polyethylene (IJ sont mis dans une position inverse de celle qui est 

indiquee dans les schemas A et R de la Fig. 4; la partie de couche mince se trouvant 

hors de l’auto-cuve est CliminCe si l’on n’utilise pas une plaque de verre supbrieure 
de 200 x 225 mm. 

Remarquons clue le procede de developpement continu des chromatogrammes 

que now proposons peut aussi Ctre applique lorsqu’il s’agit de chromatographies 

realisees dans des bats de verre (voir Fig. 5). Suivant les cas, I’accordeon de papier 

(la) et la reglette de verre (r) peuvent &tre maintenus en place a l’aide de bracelets de 

caoutchouc ou de petites pieces en acier inoxydable. 

Pi 

Fig. 5. Schema d’un tlispositii pcrmcttant I’&zoulcment continu du solvant hors des limite:; de la 
conche mince (250 10 ; cl6vcloppcmcnt sur plaques (p) ZOO x zoo x 4 mm dans lcs cuves 21 x 21 x 

g cm (dimensions interncs) ; couverclc en polydthykx (pp) de la cuve (c) pen-6 de deux trous pour 
iccevoir un bouchon dc caoutchouc tic silicone (lx) rt un bouchon per& (s) muni d’un tube de 
verrc (t) ; pi = pincc k dcssin maintcnant Ic couverclc (pp) en place; d = dispositif d’absorption 
du solvant; r == rcglcttc (LOO ,*’ zoo . -) mm) tic vcrrc, I., = accord&on (12-14 plis) dc papicr 
(19 x 11 cm) \Vhntmnn So. L ; Ix _ ltracclct tie cnoutchouc: cmr := couchc~ mince clc poudre de 
cellulose. 

Lorsque rlans un prw’:d~! chromatogral,hi(~~~~~. Ic melange tics sulwtance5 

soumis a l’analyse se trouve &pare (en premiere dimension) en divers groupes, il est 

quelquefois interessant de pouvoir developper (en z-irme direction) avec des solvants 

differents les portions de couche mince portant ces divers groupes de substances ou 

m&me de pouvoir soumettre certaines d’entre elles h une electrophorese de zone. 

En chromatographie sur couches minces port&es par des plaques de verre, ce 

pro&de est utilisc? avec siiretC lorsquc Ia separation des substances peut &tre obtenue, 

en premiere dimension, par une electraphorese de zone; en effet, dans ce cas, les 

positions atteintes par les taches de substances sont identiqucs d’un essai a i’autre si 

les conditions d’electrophorese sont les memes; il est ainsi possible de determiner en 

toute rigueur les positions clue doivent avoir les bandes Ctroites (vv’, Fig. 6) ou la 

couche mince sera eliminee pour etre divisee en portions avant les developpements 

en 2-&me d:men.sion. 

11 Ctait done interessant de mettre au point un dispositif mettant en oeuvre une 

“auto-cuve” et permettant de ne developper, en seconde dimension, qu’une portion 
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d’un chromatogramme deja developpe, dans sa totalite, en r-&e dimension. Un tel 

dispositif est represent6 a la Fig. 6. Dans cc schema, on voit qu’apres developpement, 

en r-&e dimension, le chromatogramme a Cte divise en deux portions (cmc,, cmc,) 

par elimination de la couche mince (a I’aide d’un scalpel et d’un pinceau) sur une 

bande etroite (vv’). L’alimentation en solvant de la partie (cmc,) de la couche mince 

est assuree a travers la languette de papier (lr) dont la largeur est Cgale a celle de la 

Fig. 6. Schema de montage d’une “auto-cuve” en vue du d@veloppemcnt en z-Eme dimension 
d’une portion (cmcr) de couchc mince deja d6veloppCe en r&e dimension sur toute sa surface. 
Couche mince de poudre de cellulose (surfaces hachurees) diviscc en dcux portions (cmc,, cmc,) par 
Climination d’une bande iitroitc (vv’) de la couche mince; c = cuvette a solvant; I, = languctte 
de papier Whatman No. 2 amcnant lc solvant de la cuvette (c) a la portion (cmc,) de couche mince; 
c = tale taillee dans une langurtte de polvCthylL:ne (zoo i 25 X I mm): scule la plaque sup& 
ricurc (ps) portcusc de la couche mince a &ti rcprtsentk dans ce schema, mais l’etrier de verre (u). 
la baguette de fermcturc (h) et la plaque de vrrrc infcricurc (pi), represcntes dans la Fig. I, sont 
egalemcnt utilisbs. 

zone que l’on souhaite irriguer par le solvant. Pour isolcr la portion (cmc2) de couche 

mince ne devant pas &tre irriguee par le solvant, une tale (e)* est placee entre la 

languette de papier (1,) et la face superieure de la cuvette a solvant (c) ; l’ensemble - 

cuvette a solvant (c), tale (e), languette (1,) de papicr - est attache a la plaque de 

verre superieure a l’aide d’une pince h dessin. Le montage dc I’auto-cuve est, pour le 

reste, identique a celui qui est representA a la Fig. I. 

Dans l’etape chromatographique suivante la seconde portion (cmc2) de couche 

mince est, par exemple, developpee par un autre solvant ; une autre tale de taille et 

de forme appropriees isole la portion (cmc,) de couche mince deja developpee. 

Sous ccrtaines conditions, ce procede a I’avantage de pouvoir permettre la 

separation d’un plus grand nombre de substances que dans le cas ou le chromato- 

gramme est develop+ en total% dans les deux dimensions. 

’ DecoupCe & la taille convenablt par l’exp4rimentateur clans une mince (I mm) plaque de 
polyCthylene haute pression ou de polytetrafluoroPthylene. 
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Association clzromatogra~laie-~lectro~laoy~se, ~lectra$&or8se de zone B deux dimensions 
Les dispositifs d&-its clans le schema de la Fig. 2 sont ceux que nous avons 

utilisds pour l’electrophorese en couche mince de poudre de cellulose (250 p) soit 

pour des plaques de verre 200 .J 200 1.’ 4 mm, soit pour des plaques 200 x 400 >- 

4 mm; suivant les ras, k champ est applique sur 200 ou 400 mm, Dans des couplages 

chromatograph%lectrophorese ces montages extr&mement simples’ nous ont 

permis d’obtenir d’excellentes separations dans le domaine de la chromatographie 

des aminoacide& 3 et des dinitro-phenyl-aminoacides hydrosoluble& 5. La p&ence 

d’une plaque Cpaisse de verre (4 mm) comme support de la couche mince permet de 

travailler avec un gradient de potentiel relativement ClevC: une partie de l’energie 

degagee par effet Joule se trouve utilisee pour porter la plaque de la temperature am- 
biante a une valeur de regime plus ClevCe. L’epaisseur de la plaque de verre joue un 

role non negligeable dans les essais n’exigeant l’application du champ Clectrique que 

pour un temps relativement court. Dans tous les cas, pour rendre petites les taches 
de substances et pour les maintenir plus longtemps sur la couche mince** malgre 

l’action d’un gradient de potentiel relativement ClevC** l , nous regions l’evapnration 

uniforme de la solution d’electrolyte par unite de surface de couche mince a une 

valeur convenable (pour un exemple, voir la separation des dinitro-phenyl-amino- 

acides hydroacidosolubles par chromate-electrophoresc 4p5). Ce resultat est obtenu en 

amenant h une valeur satisfaisante la conductivite de la solution d’electrolyte im- 

pregnant la couche mince. Dans certains cas on peut faire varier la concentration de 

la solution saline B pouvoir tampon utilisee: dans d’autres et lorsque cette derniere 

est constituee par des eiectrolytes faibles, il est interessant de regler la conductivite 

de la solution par addition d’un se1 neutre (exemple: SaCI, Na,SO,) jusqu’a obten- 

tion d’une concentration convenable. 

Des m&thodes et dcs dispositifs experimentaux simples, peu codteux et effi- 

caces permettant dc realiser la chromatographie a deux dimensions et la chromato- 
electrophork sur coucl~c mince, sont prkentes. En particulier, il est possible, avec 

cc matdricl, dc faire dcs chromatogrammes avec ecoulement continu des solvants 

sans evaporation de cw drrniers cn cxtremite de plaque et (ou) de les developper dans 

une atmosphere conditionnee. Ces procedes permettent de realiser simultanement, 

dans des conditions rigoureusement reproductibles, un grand nombre de chromato- 

grammes sur une faible surface de travail. Ces methodes ont donne, en particulier, 

d’excellents resultats dans lc domaine de la chromatographie sur couche mince de 

poudre de cellulose dcs aminoacides et de leurs z,4-dinitro-phenyl derives. 

Cheap and efhcacious methods and simple apparatus are described for two- 

dimensional chromatography and chromate-electrophoresis on thin layers. \Vith this 

material, it is in particular possible to run chromatograms with continuous solvent 

* Sans les dispositifs compliqufk de rcfroidissement qui rcndcnt les appareils onbreux. 
l * Et done sous l’action Gparatricc du champ dlectrique appliquP. 

l ** C’est g dire pour l&ncficicr des avantages fondamentaux de 1’Gctrorhdophortsc6t7. 
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flow without evaporation of the solvent at the end of the plate and/or to develop them 

in a conditioned atmosphere. These procedures permit, under closely controlled 

conditions, the simultaneous running of a large number of chromatograms on a 

fragile working surface. The methods have given excellent results, particularly in the 

field of chromatography of amino acids and their z,4-dinitrophenyl derivatives on 

thin layers of powdered cellulose. 
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