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On sait qu’apres transformation en 2,4-dinitrophenyl-d&iv&+ il est extreme- 

ment aisC de doser les aminoacides contenus dans les hydrolysats de proteines et de 

peptides grace aux excellents procedes de separation chromatographique sur papier 

d&its pour ces substances (BISERTE ET OSTEUX', LEV+, MUNIER ET SARRAZIN~). 

Les methodes de la chromatographie sur papier exigent cependant un materiel 

encombrant, couteux, et la mise en oeuvre dune quantite relativement importante 
de produit. Lorsqu’il s’agit de protPder 2 un grand nombr-e de dosages, d’identmca- 

tions des constituants des melanges, il devient souhaitable de s’adresser aux techni- 

ques de la chromatographie en couche mince. Malheureusement ces techniques n’ont 

CtC developpees pour les DNP-aminoacides que sur couche mince de gel de silice5 

et nvec des combinaisons de solvants differentes de celles employees en chromato- 

graphie sur papier. Xl etait, h priori, interessant de chercher a transposer les methodes 

d&rites pour la chromatographie sur papier a la chromatographie sur couche mince 

de poudre de cellulose. _%nsi pouvait-on esperer obtenir des resultats cornparables 

par les deux methodes. 

Commc now allons le montrer, l’application dirccte des conditions operatoircs 
utilisers en chromatographie sur papier ne permet d’obtcnir aucune separation satis- 

faisante dcs DNP-aminoacides sur couche mince de poudre de cellulose. Aprk une 

&de des causes d’insuccb (trop faible conductibilite des electrolytes, trop faible 

teneur en NH, de l’atmosphere des cuves, trop lente elimination du solvant de d&e- 

* r\br&iations utilisees: DNP = radical z.q-dinitrophenyl; Ala = DNP-alaninc; ,$.L\la = 
DNP-b-alaninc; a-kg = N-a-mono-DNP-arginine; Asp = DNP-acid+aspartique; Asp-NH, = 
DNP-asparagine; CySCJI = S-carboxymethyl-cyst&w; CySCM-0 = produit d’oxydation B l’air 
de la S-carboxymethvl-cystdinc; CySOsH = acide-DNP-cysteique; di-His = di-DNP-histidine; 
di-Lys = di-DNP-lysine; di-Tyr = di-DNP-tyrosine; DNI’-NH,, = dinitro-aniline; DNP-OH = 
dinitrophenol : Etio = DSP-ethionine; “Et33 ex Etio” = artefict : fraction de la tache de DNP- 
Bthionine transform& en DNP-Cthionine sulfoxycle pendant lc sechage du solvant de I-bre dimen- 
sion: Glu = acide-DNP-glutamique; Glu NH, = DNP-glutamine; Gly = DNP-glycocolle; Ileu = 
DNP-isoleucine: Leu = DNP-leucine; e-IAys = e-mono-DNP-lvsine; Met = DNP-methioninc; 
“MeSO ex Met” = artefact: fraction de la tache dc DNP-mkhionine transformee en DNP- 
methioninc sulfoxydc pendant le sdchagc du solvant de r-&e dimension; Me SO, = DNP-me- 
thionine sulfone; N-a-mono His = N-a-mono-DNP-histidinc; s-mono Tyr = N-a-mono-DNP- 
tyrosine: Nor leu = DNP-norleucinc ; T\‘or val = DNP-norvaline ; p-F Phc = DNP-P-fluorophCnyl- 
alanine; l’he = I)Nl’-ph~nyl-alanine; I’ro = L)NI’-prolinc; Srr = DXP-shrine; Thr = DNP- 
threoninc; Try = DSP-tryptophanc; Val = DSP-valine. 
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loppement en I-ere dimension, “dissociation capillaire” des constituants du melange 

solvant au tours de son cheminement, retention excessive des constituants du sol- 

vant de x-k-e dimension dans la couche de cellulose etc.) nous avons mis au point ties 

conditions operatoires permettant d’obtenir la separation de l’ensemble des DNP- 

aminoacidcs &hero-solubles, des DSP-aminoacides de faible mobilite (y compris 

DNPS-carboxymethyl-cysteine, acide DNP aspartique, acide DNP-glutamique, 

DNP-asparagine, DNP-glutamine), des DNP-aminoacides hydro-acido-solubles 

(e-mono-DNP-lysine, cc-DNP-arginine, di-DNP-histidine, cr-mono-DNP-histidine, 

acide-DNP cysteique). Les methodes experimentales d&rites permettent de realiser 

simultanement jusqu’a zo chromatogrammes sur un plan de travail d’un quart de 
metre carre avec des quantites de l’ordre de 3 h 7 m/Lmoles de chaque DNP-amino- 

acide par chromatogramme. 

TECHSIQUES EXP6RINESTALES 

Les couches minces (ajo p) de poudrc de cellulose (sans liant) utilisees, sont 

form&s par Ptalement uniforme d’une bouillie Cpaisse sur plaque de verre [ZOO :-: 200 

(ou 400) 4 mm: a l’aide du dispositif de STAHL 4. La poudre de cellulose, mise en 

suspension dans l’eau, est homogenCis6c par passage, pendant quelques secondes, 

dans un melangeur type Turmix. La bouillie, versee dans un erlenmeyer, est dCgazCe 

par agitation sous vide (produit par une trompe a eau) puis est rapidement versee 

dam i etaieur; ies couches minces sont immddiatement formees de la maniere habi- 

tuellc puis placees sur une surface plane et se&es (une nuit) a la temperature de la 

piece. Pour une proportion correcte de poudre de cellulose et d’eau (de l’ordre de 15 g 
pour 00 21 Sg ml), a determiner pour chaque lot de poudre, on obtknt JY co~rches 

2iss~~s et ndhtrmt fohvmwt B la plaque de verre. Ir’n legcr exces de cellulose donnerait 

des couches dent la surface serait granuleuse; un Ieger exces d’eau entrainerait la 
fcli-mation de couches minces asscz peu resistantes (cntrainement assez facile des 

1)artirulcs superficicllcs par passage d’un doigt). Avant cmploi, let; borrls rlf? la c-ouche 

mince solit 6limines (band? de I cm de largcur) sur trois ci)tds. Le cluatrieme bard de 

la couchc~ mince ne stra climine clu’a\.ant le d6vclopl~ement du clm~matogramme en 
a-Pme tlimen+)n ; clans toutc5 It’< figures, 1~5 Im& dc la plaque dc \mrc~ 5cmt indi- 

q&s par un trait plein, ceux de la couche mince par des tires et points alter&s. 

I’mhits ~ltili.sLs 

Alcool octylique primaire (purifie, Prolabo), alcool octylique normal secondaire 

(Prolabo), alcool laurique (alcool C12 chimiquement pm, Firmenich et Cie, Geneve), 

dodecylsulfate de sodium (pur, Serlabo), monochlorhydrine du gl\.col (purifiee, 

Prolabo), didthylamine anhydre (Eastman Kodak), ‘I’ween 20,80, Brij 35 (Atlas 

Powder Co., \!‘iImington, V.S.A.), poudre de cellulose (taille moyenne des grains: 

IO p) sans liant ?u’o. &IX300 (Macherey et Bagel Co.); aucun des solvants commer- 

ciaux utilises (pyridine pure, toluene pm, monochlorhvdrine du glycol purifiee) n’ont 
beso,,i d’etre redistill&s; pour les DSP-aminoacides utilises voir la reference 3. 

I’rLfia~atiou. des ~5Jmses sohanks naoldes 

Le solvant “toluene”i est prepare, 4 11 avant son cmploi de la manierc habituelle: 
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toluene-monochlorhydrine du glycol-pyridine-ammoniaque 0.8 N ( ISO : go : 45 : go). 

Juste avant usage, il est passe sur deux filtres de papier plisse de taille appropriee. 
Dans les conditions operatoires qui nous ont don& satisfaction, la totahtt? du solvant 

(correspondant a x50 ml de toluene) obtenu apres filtration est addition&e de IO a 12 

gouttes d’alcool octylique primaire (pipette compte-gouttes delivrant x ml d’eau en 

20 gouttes a 22’)*. 

Les solvants utilises pour la chromatographie de relargage sont: 

(4 
04 

\2) 
I:; 
k) 
(h) 
(0 

Tampon NasPO,k-NaPO,H, (0.75 G en PO,+), pH 6.0. 

Eau saturee de (NH,) ,SOheau saturee de NaCl-eau (I : I : 6). 

Eau saturee de (NH,),SOheau (I :4), pH 5.5. 
Eau saturee de (NH,) ,SO,-eau (I : 7 ou I : 9). 

Solution aqueuse 0.75 M en NaPO,H,.2 H,O. 

Eau saturee de Na,SO,-eau saturee de (NH,),SO,-eau (10:2:18). 

Eau saturte de Na,SO,-eau (2 : I). 

Eau saturee de Na,SO,-eau (4: I). 

Eau saturee de NaCl-eau (I : 5). 
Dans les conditions operatoires qui ont donne de bons resultats: 

les solutions a, c, e, g, i, Ctaient saturees de dodecylsulfate de sodium (concen- 

tration < 0.0025 M) ; 
les solutions b, d, f, h, Ctaient 0.0025 M en dodecylsulfate de sodium. 

Dans le cas de la chromatographie des DNP-aminoacides de faible mobilite 

,(dans le solvant “toluene”), le chromatogramme est impregne da&ate de sodium 
[pulverisation d’une solulivn 0.2 M en a&ate de sijdiuiii dans un melange aicool-eau 

(6:4)] puis s&he (90°, quelques minutes) rupidemelzt avant developpement en 

22me dimension [solvant : isobutanol-acide acetique glacial-eau ( IOO: 4: 20) 1. 

Prtfparation de.5 solutions d’dectrolytes et codtions d’e7ectroplzordse 
Pour l’electrophorese des DNP-aminoacides hydrosolubles, une solution aqueuse 

de diethylamine (0.033 M) et de chlorure de sodium 10.02 ICI) est utilisee. Apres 

sechage du solvant de r&e dimension (un sechage dans un courant d’air a tempera- 

ture ambiante sufht), la solution est pulverisde (avec beaucoup de soin) uniformement 

sur la surface de la couchc mince; la plaque portant la cowhe mince humide est 

disposee dans la cellule d’electrophoresc (X de la Fig. z de ref. 6) ; la connexion Clec- 

trique entre la cowIre mince et les solutions d’electrolytes (800 ml) contenues dans les 

bats h electrode est obtenue a i’aide de deux languettes (20 >: 6 cm) de papier What- 

man No. 2; apres 15 min d’equilibre, la tension est appliquee aux bornes de la cellule 

d’electrophorese. Les intensites et les tensions indiquees dans les legendes des figures 

correspondent aux valeurs initiales. 

Matbiel em@oye’ 

Lcs plaques de vewc portant les couches minces ont les dimensions 200 x 200 

(ou 400) Y 4 mm; dans tous les exemples de separation Clectrophoretique presentes, 

l’epaisseur des plaques de verre sera toujours indiqde; en effet, ce facteur est impor- 

tant dans le cas ou les plaques de verre ne sont pas refroidies et specialement lorsque 

Ic tcmps d’tilectrophorese est relatkvement court. En effet, en Clectrophorese de zone 

* I0 gouttes = 0.197 6 cl’alcool. 
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lorsque I’on ne dissipe pas rapidement I’dnergie produite par effet Joule, on sait que 
les r&ultats obtenus (taille et position des taches de substance) dependent d’un 
grand nombre de facteurs 1iCs 2 I’importance de I’dvaporation de la solution 
d’Clectr lvte contenue dans la couche mince s*lO. La plaque de verre relativement 
Cpaisse joue ici le r61e de capacitC calorifique et le r&u&at obtenu, toutes les autres 
conditions restant les m&mes, peut diffCrer lCg&-ement s&Ion I’dpaisseur de la plac@:: 
de verre. 

L’tftalezrr utilisC est celui mis au point par STAHL~ et manufacture par Desaga. 
(Roucaire, Paris). 

Cuves ci ch.rontatogra$hie. Les couches minces de poudre de cellulose sans liant 
utilisCes sont suffisamment adhkentes 21 la plaque de verre pour que tous les chromato- 
grammes puissent &tre d&eloppb en “couche mince plafond”6 dans une cuve d&i- 
vant du principe de celle de BRENNER _ TT NIEDERWIESER et selon le mod&le que nous 
avons dCcrit6. 

Suivant les cas, les chromatogrammes sont dCveloppCs soit en simple irrigation 
(voir schCma A de la Fig. 3 de r&f. 6), soit en atmosphkre condition&e selon le pro&d4 
dit de double irrigation (voir le schCma C de la Fig. 3 de r&f. 6). Dans ce dernier cas, 
le mglange B analyser &ant ddposC prk de l’origine sur la “couche mince-plafond”, 
la cuve est montCe6 puis on commence l’irrigation, par le solvant devant crCer l’at- 
mosph&re de la cuve; lorsque le front du I-er solvant a atteint I’extr&nitC de la plaque 
(languette 1, de la Fig. 3C de r&f. 6) le dcSveloppement du chromatogramme propre- 
ment dit (couche mince dhpode sur la face inf&ieure de la plaque superieure de la 
cuve) est commend. Da.ns les conditions opkatoires dnnr?a::t dc buns rkltats, le 
dkeloppement par le solvant “tolu2tne” mod.% (voir page 352) &it r&alisC en 
double irrigation, la couche mince portCe par la face supCricure de la plaque de verre 
infbrieure &ant prkalablement irriguhe par de l’ammoniaque 0.8 RT. Lcs dCveloppe- 
ments par le solvant isobutanol-acide acktique glacial-eau ( IOO: 4: 20) Ctaient r&lisb 
en simple irrigation avec Gcoulement continu du solvant (remplacement de la baguette 
de fermeture de la cuve (b de la Fig. 3A de rkf. 6) par un accord&on de papier (dispo- 
sitif A de la Fig. 4 de rGf. 6)). 

C~llulc d’.!lect?opkoi*kse. Les Clectrophorises sur couche mince sont rCalisCes & 
I’nide d’unc cellule (A de la 3 ‘ig. z de ref. 6, pour plaques 200 :,’ 20~ :.: 4 mm! dCji 
d&rite. Les conditions operatoires choisies permettent d’utiliser les avantages de 
l’Plectrorh~ophor~sc~,lO: taches petites et bien dClimit6es (voir Fig. 7) restant dans le 
champ d’expkience malgrC l’emploi d’un gradient de potentiel non nCgligeable. 

Enregistrevnent photographiqace des clzrons~t~grammes 
Les taches de Dh’P aminoacides sont mises en Cvidence sur les chromatogram- 

mes grace ?I leur capacitb d’absorber un rayonnement filtrb & 360-366 rnp (lampe 
Mazda MAV, 75 W j filtre de Wood) par une modification du pro&d& utilis6 en chro- 
matographiesur papierl: enregistrement photographique de I’absorption d’un rayonne- 
ment filtrC (pour les conditions opkratoires voir rCfs. 3 et 8). Ici, un papier sensible 
(“Lumi~re” R 6/5 pour reproduction de documents, mince, lisse, simple face, ultra 
contraste) Ctait glissC sous la plaque de verre portant la couche mince. Cette demicre 
Ctant en contact direct avec la surface sensible, I’ensemblc Ctait CclairC & travers la 
lame de verre. Aprk dCveloppement photographique de la surface sensible, on obte- 
nait les enregistrements prEsentCs dans les Figs. I, 3, 5 et 7. 

,I. Chn-~~mtr?~., 22 (1966) 347-361 
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~OPodimension Et 

Fig. I. Enregistrement photographique d’un chromatogramme a deux dimensions sur couche 
mince (250 p) de poudre de cellulose des DNP-aminoacides naturels &hero-solubles les plus fre- 
quemment rencontres; plaques zoo x ZOO x 4 mm. X = position de depot du melange des DNP- 
aminoacides; 3 a 7 m!imoles de chaque DNP-aminoacide; developpement, en r-&e dimension 
(I h 15) : phase organique dCcantCe du melange toluene-monochlorhydrine du glycol-pyridine- 
ammoniaque 0.8 N (150: go:45:go) et IO a 12 gouttes (voir texte) d’alcool octylique primaire, 
apres equilibration (I h 15) de l’atmosphitre de la cuve (voir texte) aver- l’ammoniaque 0.8 N; en 
&me dimension (I h) : eau saturee de (NH,),SO,-eau-dodecylsulfate de sodium ( IOO ml : 700 ml : 
0.576 g); precautions a prendre pour obtenir cette parfaite definition des taches: voir le texte; 
“auto-cuve” montee en “double irrigation” pour le developpement en I-bre dimension (comme indi- 
que dans la Fig. 3 C de ref. 6), en “simple irrigation” pour le developpement en z-&me dimension 
(counue imliqu6 dails la Fig. 3 A de ref. 6) ; pv- :-r ..* .a u-0 e..-e.., - rl/.+flr.-tinp cfes 51~hgf_zT_cec tf0i.r I;, Fig. 2. 

Fig. 2. Schema montrant les positions des DNP-aminoacides cthero-solubles apres chromato- 
graphie a deux dimensions sur couche mince (250 y) de poudre de cellulose; plaques zoo x 200 x 
4 mm. Front du solvant, apres developpement en r-kc dimension, confondu avec le bord droit de 
la plaque: apres developpement en s-&me dimension : front du solvant en LL---; les taches 
noires, correspondant aux DNP-aminoacides naturels les plus frequemment rencontres, sont celles 
dcs DNP-aminoacides presents sur le chromatogramme dont l’enregistremcnt photographique est 
don& dans la Fig. I; les taches marquCes par un simple trait indiquent les positions d’autres 
DNP-aminoacides; --- = limites (20 x 20 cm) de la plaque de verre: -a----. = limites de 
la couche mince de poudre de cellulose; la partie BB’C’C de la couche mince cst Climinee avant 
developpement en z-&me dimension; lcs autrcs conditions dc chromatographic sont indiquks 
dans la Iegcnde de la Fig. I. 

Pendant tout le temps des chromatographies et Clectrophoreses les taches des 

DNP-aminoacides sont protegees de I’action destructrice de la lumiere. Ceci est 

facilement realis en emballant les cuves et les chromatogrammes dans une mince 

feuille d’aluminium. 

RESULTATS ET DISCUSSIOSS 

Cas des DNP-ahkoncddes Lttlktfro-solkkbles 
Lorsque nous awns tente d’employer le systeme solvant [I-k-e dimension: 

chromatographie de partage avec le solvant “toluene “l; z-eme dimension : chromato- 

graphie de relargage avec une solution aqueuse de phosphate21 et les conditions 
operatoires qui donnent d’excciients resuitats en chromatcgraplrie sur ptpierrV”,*2, 

pour la chromatographie en couche mince de poudre de cellulose, nous n’avons 
obtenu qu’un mediocre resultat: les rj DNP-aminoacides &hero-solubles appa- 

J. Clwomntng., 22 (1966) 347-361 
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raissent sous forme de 7 taches trbs diffuses et tr&s allon@es. C’est alors que now 
avons entrepris une dtude systCmatique de l’influence des conditions de chromato- 
graphic sur la nettetB et ia taille des taches de DNP-aminoacide et sur le degre de 
sCparation obtenu. 

En chromatographie sur papier des DNP-aminoacides, nous avions observ$ 
que les taches de substances Ctaient rondes et extremement petites, avec des bords 
tr8.s nets, si, avant ddveloppement par le solvant “tolu8ne”, la feuille de papier 
portant la tache du mblange des DNP-aminoacides et l’atmosphke de la cuve a 
chromatographie, Ctaient Cquilibrdes avec une grande quantitd d’ammoniaque 0.8 N. 
Les taches Btaient notablement diffuses si I’Cquilibre avait CtB obtenu avec la phase 
aqueluse d&ant&e de la prhparation du solvant “tolu~ne” (ou avec le solvant lui- 
mCme) ou si l’ammoniac avait CtC CliminC de l’atmosph&re de la cuve juste au moment 
du ddmarrage du dCveloppement du chromatogmmme avec le solvant “tolu4ne”. 
En un mot, le contact des taches de DNP-aminbacides, avec une atmosph&e t&s riche 
en ammoniac, avalzt et fmzdant le dt%eZo$$emelzt du chromatogramme par le solvant 
“toluGne” est essentiel’. Now avons retrouvr.5 les m&mes rt%ultats en chromatographie 
en couche mince de poudre de cellulose. Dans ce cas, pour pouvoir realiser ce pr& 
Cquilibre de la tache du mClange des DNP-aminoacides et de l’atmosphke de la 
cuve & chromatographie avec l’ammoniac, nous avons imaginC une modifications de 
la cuve de BRENNER ET NIEDERWIESER~. Cette modification6 permet, en particulier, 
de rCaliser l’irrigation .sCparde de deux couches minces ._o faisant face dans une meme 
cuve. La plaque de verre portant la couche mince supkieure [ayant requ, pr& de 
I’origine, la tar.h,e du mChnge B analyserj et la plaque de verre portant l’autre couche 
mince sont assemblCes (voir cliche C de la Fig. 3 de r&f. 6). puis on pro&de & l’irrigation 
de cette dernikre par de i’ammoniaque 0.8 N. Aprb I B 2 h (plaques 200 x 200 mm) 

d’Cquilibre* l , le dCveloppement de la couche mince supCrieure par le solvant “toluene” 
est commenck. 

Comme en chromatographie sur papier, si I’on veut maintenir la parfaite d& 
finition des taches de substance aprks chromatographie dans le solvant “tolu&ne” 
en atmosphke ammoniacale, il faut rCaliser un sCchage rupide du chromatogramme 
(violent courant d’air au voisinage de I’ouverture d’une hotte presque totalement 
fern&). Dans le cas d’une couche mince de poudre de cellulose, au tours d’un sCchage 
?I I’Ctuve (80”) ou d’un sCchage h tempkature ambiante en I’absence de courant d’air 
violent, les taches de DNP-aminoacides deviennent rapidement trbs diffuses et le 
chromatogramme est inutilisable pour une chromatographie en deuxikme dimension. 

Ayant mis au point de bonnes conditions opkratoires pour la chromatographie 
en couche mince de poudre de cellulose dans le solvant “tolu&ne”, nous avons essay6 
de dCvelopper les chromatogrammes en deuxihme dimension avec le tampon phos- 
phate (1.5 M, pH 6.0) habituel; la progression du solvant Ctait en g&Cral curieuse- 
~-- 

l Le degrk hygrom6trique de l’atmosphkc de la cuve joue aussi un grand rble sur la d&inition 
des taches: comme exemple, indiquons que les taches de DNP-aminoacides sont tr6s diffuses 
lorsque I’atmosph&e de la cuve a Ct& cr&Se par une solution d’ammoniac dans Ie glycol. 

l * Le lelnps d’irrigafion de la couche mince infkieure par de I’ammoniaque 0.8 N. avant le 
dkveloppement de la couche superieure par le solvant “tolu&ne”, a une posse influence SUY les 
st?fiarations; des r&ultats satisfaisants sont obtenus pour un temps d’irrigation de 45 min B 2 h; 
les meilleurs rClsultats (tachcs tres nettes, abscncc dc dCformation dans certaines zones du chromato- 
gramme) sont obtenus pour I h d’irrigation: au de& de 2 h (temps exig6 pour un dbplacement de 
18 cm du front de l’ammoniaque dans la couche mince) d’irrigation, les tachcs comprises entre la 
N-mono-DNP-tyrosine ct le front du solvant “tolu&ne” sont trbs d6form6es. 
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ment irrCguli&e; on pouvait voir sur le chromatogramme II taches diffuses plus ou 
moins allongees; les separations obtenues Ctaient, d’un essai a l’autre, totalement 
irreproductibles; nous avons alors suppose que ces irregularit& de progression du 
tampon etaient dues a une retention excessive des constituants du solvant de r-&-e 
dimension et que ceux-ci avaient partiellement lipophilisr? les fibres de cellulose de 
Ia couche mince. Nous avons alors imagine d’ajouter au tampon phosphate (0.75 M, 
pH 6.0) une petite quantite (I %) d’agent tensio-actif (Tween 20: polyoxy&hyl&ne 
sorbitane monolaurate) ; ceci nous a permis d’obtenir des taches rondes et petites pour 
les DNP-aminoacides de faible mobilite dans le solvant “toluene” (c’est A dire jusqn’a 
la tache du melange DNP-alanine + DNP-OH + DNP-proline) ; les taches des DNP- 
aminoacides plus mobiles (dans le solvant “toluene”) etaient deformees, comme en- 
trainees par un second front liquide lors de la chromatographie en a-&me dimension; 
l’augmentation (jusqu’a 4 y!) ou la diminution (jusqu’a 0.5 %) de la concentration en 
Tween 20 dans le tampon phosphate n’ameliorait pas les resultats obtenus dune 
man&e interessante; il en etait de m+me lorsqu’on substituait le Tween 80 (polyoxy- 
ethylene sorbitane monooleate) au Tween 20. 

Nous avons alors remarque, sux le chromatogramme developpe en deux dimen- 
sions, que la limite separant le domaine oh les taches Ctaient rondes et nettes et le 
domaine oh elles Ctaient m&lees et deformees correspondait assez btroitement avec 
l’une (limite #‘, voir sa position par exemple. dans le schema de la Fig. 4) des limites 

Fig. 3. Enregistrement photographique d’un chromatogramme B deux dimensions sur couche 
mince (250 ,u) de poudre de cellulose des DNP-aminoacides naturels &hero-solubles les plus frts- 
quemment rencontres; plaque 200 x 400 x 4 mm. X = posi,ion de depot du 1. Lange des DNP- 
aminoacides; 3 B 7 mymoles de chaque DNP-aminoacide; developpement en r-8, _ et z-&me direc- 
tion, respectivement, selon la plus grande et la plus petite dimension de la plaque; les conditions 
de chromatographie sont les mkmes que celles donnks dans les Figs. I et z, except6 que Ie front 
du solvant de I-& dimension s’est deplacd de 25 cm, que le temps d’cquilibre du chromatogramme 
avec I’ammoniaque 0.8 N, et le temps de ddveloppcment en r&e dimension, sont, ici, respective- 
ment de I h 30 et I h 30; LL’ = front du solvant apres developpement en s-&me dimension (I h); 
pour la designation des substances voir Fig. 4. 

Fig. 4. Schema montrant les positions dcs DNP-aminoacides PthCro-solubles apres chromato- 
graphie B deux dimensions sur couche mince (250 p) de poudre de cellulose; plaques zoo x 400 x 
4 mm. Conditions de chromatogrsphie don&es dans la legende de la Fig. 3; 11’ = position atteinte 
par In front du solvant de dCveloppement en r-&e dimension; DD’C’C = portion de la couche 
mince Blimindc avant Ie developpement en z-eme dimension; LL’ = position atteinte par le front 
du solvant de dkveloppement cr. a-&me direction: les taches delimit&es par un pointille et les taches 
noires rcprcscntent les positions des DNP-aminoacides apres d&veloppement du chromatogramme 
respectivement, en r&e et z-&me dimension. 
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des trois zones d’opalescence diffkente prbsentes en premikre dimension sur le 
chromatogramme dCveloppC par le solvant “toh&ne”; ces trois zones Ctaient res- 
pectivement colnprises entre l’origine du chromatogramme et la limite aa’, la limite 
~10’ et la limite b,Yi ?a limite ,Q? et le front 11’ du solvant; ces limites sont don&es & 
titre indicatif dan, le schema de la Fig. 4. Ceci nous a fait penser qu’au moins deux 
de ces trois zones kaient dues A la “dissociation capillaire” des constituants du 
solvant “tolu~ne” au tours de son cheminement chromatographique et qu’en parti- 
culier la zone la plus rapide avait ConsidCrablement “lipophilis8” les fibres de cellu- 
lose et que msme en presence d’agents tensio-actifs (Tween 20, Tween So), il n’Ctait 
plus possible de rdaliser une chromatographie de relargage dans cette partie du chro- 
matogramme. Notons qu’indkpendamment, nous avons CtC amend B cette m&me 
conclusion au tours d’Ctudes sur la cirktique de dbformation de-s taches des DNP- 
aminoacides de grande mobilit& dans le solvant “toIu&ne” sur longues feuilles (75 cm) 
de papier. Pour essayer de rbduire cette “dissociation capillaire” des constituants du 
solvant “tolu&ne” nous avons ajoutd A ce dernier un agent tensio-actif: I’alcool 
octylique primaire* (IO A 12 gouttes - voir techniques expCrimentales - pour le 
solvant correspondant & 150 ml de tolucne). Dans ces conditions opgratoires, il a 
CtC possible de rCaliser en 2-Pme dimension, une chromatographie de relargage 
(tampon phosphate 0.75 M, pH 6.0 A 0.5 % de Tween 20) donnant des taches nettes 
pour l’ensemble des DNP-aminoacides; cependant la reproductibiW, d’un chromato- 
gramme A I’autre, de la nettetB des taches n’6tait pas encore parfaite. Le remplace- 
ment du Tween 20 par le dodkyl sulfate de sodium* l (concentration finale 0.0025 M) 
dans le tampon phosphate (0.75 M, pH 6.0) utilid pour le d&eloppement en z-&me 
dimension allait permettre d’obtenir des chromatograrnmes extr$mement reproduc- 
tib!es, dont toutes les taches de DNP-aminoacides &taient rondes, petites et t&s 
nettes (voir Figs. I et 2)***. La substitution au mClange des phosphates (Na,PO,H, 
NaPO,H,; 0.75 M en POa3-, pH 6.0) d’autres sels (Na,SO,, (NH,),SO,, NaPO,H,, 
NaCI) de concentration convenabk, soit seuls soit en melanges, permettent kgalement 
d’obtenir de bons r&ultats (les compositions de ces solutions (a) A (i) sont don&es 
dans la partie expkimentale) en prkence de dodecylsulfate de sodium. 

Cond&ons de cizronzatographie adcptbes. Les conditions op&atoires adopt&es 
ponr obtenir la separation chromatographique en couche mince (250 pj de poudre de 
cellulose sur plaque 200 :- 200 mm, de I’enscmble des DNP aminoacides CthCro-solubles 
sous forme de taches nettes et rondes sont don&es dans la partie expbrimentale 
(voir page 349) et dans les Egendes des Figs. I et 2. La Fig. I correspond ZL l’en- 
registrement photographique du chromatogramme obtenu pour les DNP-amino- 
acides les plus couramment rencontrCs. On remarquera la grande dCfinition des 
taches obtenues. Le schCma de la Fig. 2 montre les positions de l’ensemble des DNP , 
aminoacides bthCro-solubles; les taches noires, sur ce m&me schdma, correspondent 
aux DNP-aminoacides du chromatogramme de la Fig. I. Comme en chromato- 
graphie sur papier, les acides DNP-glutamique et DNP-aspartique restent mtlCs; 

l Ou l’alcool octyliquc normal secondaire, l’akool Iaurique. 
l * Ou le Brij 35 (polyoxyCthylkne lauryl ether) : 0.75 g/l. 

*** On doit noter qu’une prolongation excessive (voir note** pag ~~352) du temps d’irrigation 
A= In rn**chc mince infk-ieure par l’ammoniaque 0.8 N, avant le dCveloppement (par lc solvant __ *- . . ..“IS. 
“tolu&ne”) du chromatogramme proprement dit, provoque une intensification des fronts interm& 
diaires (et spkialement du front &?’ (voir Fig. 4) qui peut occasionner une deformation des taches 
se trouvant & son niveau; voir un exemplc dans la Fig, 4). 
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il en est de mGme pour la DNP-glutamine et la DNP-asparagine, pour la di-DNP- 

histidine et le DNP-tryptophane. Contrairement aux resultats obtenus en chromato- 

graphie sur papier, en chiomatographie sur couche mince, les taches de DNP-thrCo- 
nine, DNP-serine: DKP-methionine sulfone sont tres bien st$par&s les unes &s 
autres; ceci est tres important, puisqu’on sait que ce derive de la methionine est la 

forme stable de cet aminoacide au cows de l’hydrolyse chlorhydrique des proteinesrr. 

Dans le schema de la Fig. 2, la position dun DNP-aminoacide hydro-acido-soluble 

l’u-mono-DNP-histidine est indiquee; en effet, dans certaines conditions d’extraction 
des DNP-aminoacides &hero-solubles, un peu de di-DNP-histidine peut &tre entrainee 

dans ce groupe; ce DNP-aminoacide peu stable a tendance B donner de l’cr-mono- 
DNP-histidine; il dtait done interessant d’indiquer la position de ce dernier dans les 

chromatogrammes a deux dimensions, d’autant plus qu’elle est t&s voisine de celle 
de la DNP-serine. 

On remarquera sur les Figs. I et z que la tache de di-DNP-tyrosine et celle de 
la di-DNP-lysine sont, quelquefois, confondues lorsque le chrcmatogramme est 
realise sur couche mince de zoo x 200 mm. Ceci tient au fait que ces deux DNP- 
aminoacides se trouvent pres du front du solvant c’est a dire en un point oh les 

impuretds les plus liposolubles contenues dans la couche mince s’accumulent et 

reduisent le pouvoir separateur de la chromatographie. Ceci nous engage a conseiller 

de realiser la chromatographie sur plaque zoo x 400 mm. Dans ce cas les taches des 

deux di-DNP-aminoacides precedents ne sont plus confondues avec le front du sol- 
vant “toluene” [qui se deplace d’environ 25 cm (11’ Fig. 4) ] ; les conditions operatoires 

sont indiquees dans la par-tie experimentale page 349, et dans les Iegendes des 
Figs. 3 et 4. Le solvant “toluene” additionni: d’alcool octylique, per-met de developper 

le chromatogramme en r-&e direction en atmosphere ammoniacale, danslaplus grande 
dimension (400 mm) de la plaque tandis que ia chromatographie de relargage dans 

une solution aqueuse de sulfate d’ammonium contenant du dodecyl sulfate de sodium 

est rCalisCe parallelement a la plus petite dimension de la plaque. Dans ces conditions, 

on obtient, aussi, une bonne separation des taches de la di-DNP-tyrosine et de la 
di-DXP-lysine’. La separation entre ces deux taches, apres chromatographie en r-&-e 

dimension est dejri excellente mais elle est due h une chromatcgraphie de partage 
avrc deplacement (la tache de di-DSP-Iysine “chasse” ia tache de di-DXP-tyrosincj. 

011 peut conseiller dc rccupcrer la partie de la couche mince portant ces deux tac!les 

avant de developper le chromatogramme par chromatographie de relargage en z-&me 

dimension. 

Dans les conditions de chromatographie definitivement adoptees (Figs. I, 2, 3 

et 4) on voit que l’on a prefer6 une solution de sulfate d’ammonium au tampon 

phosphate habitue1 pour developper les chromatogrammes en &me. direction. En 

effet, les taches des DNP-aminoacides de grande mobilite (dans le solvant “toluene”) 

sont plus parfaites apres chromatographie de relargage dans la premiere solution 

saline que dans la seconde. 

* Au tours de la chromatographie clans la solution de sulfate d’ammonium contenant du 
dod&ylsulfstc de sodium (0.0025 N), on voit un front lent (marquk ff’ dans la Fig. 4) qui a ten- 
dance k miicr its tachcs de di-DKF-Tyr ct dt- di-DXF-Lya, lorsqu’il atteint leur nivcau : cc phdno- 
m&c perturbateur cst Cvit6 en utilisant une concentration plus faible (0.001 M) de dodkylsulfate 
ou en utilisant un dc!tergcnt neutrc (Brij 35). 
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Gas des DIVP-amhacides &t?o-solzcbles de faible mobilitk duns le solvant “tohdne” 
Pour obtenir la separation sur couche mince des DNP-aminoacides des me- 

langes non resolus (acide DNP aspartique + acide DNP glutamique + DNP-S- 
carboxymethyl-cysteine, DNP-glutamine -I- DNP-asparagine) apres chromato- 
graphie dans le systeme “tol&ne”-“sulfate d’ammonium”, nous avons essay4 de 
transposer le pro&d& que now avons d&r-it3 pour la chromatographie sur papier. 
Apri% developpement en I-&e dimension, en atmosphere ammoniacale, dans le 
solvant “toluene” addition& d’alcool octylique primaire (memes conditions opC- 
ratoires que celles d&rites dans le paragraphe prkctdent), la couche mince est im- 
prPlgnee d’adtate de sodium (voir partie expkimentale et les lbgendes des Figs. 5 
et 6) puis le developpement, en &me dimension, est rCalisC avec un melange d’alcool 
et d’acide juste sature d’eau [isobutanol-acide acdtique-eau (100: 4: 20) 3. 

Sur les cliches des Figs. 5 et 5 on peut voir que la separation sur couche mince 
des taches de la S-carboxymdthyl-cystdine, de son produit d’oxydation a l’air, des 
acides DNP aspartique et DNP glutamique, de la DNP-glutamine et de la DNP- 
asparagine, de la DNP-s&me, de la DNP-threonine, du DNP-glycocolle, est aussi 
parfaite qu’en chromatographie sur papie?; les separations sont extrEmement nettes 
et les taches de DNP-aminoacides sont tres petites. Pour obtenir ces r&&tats en 
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Fig. 5. Enregistrement photographique d’un chromatogramme & deux dimensions sur couche 
mince (250 p) de poudre de cellulose des DNP-aminoacides &h&o-solubles de faible mobilite 
dans Ie solvant “tolubne”; plaque zoo x zoo x 4 mm. X = position de depot du melange des 
DNP-aminoacides; 3 8.7 mpmoles de chaquc DNP-aminoacide: developpement en r-&e dimension 
(2 h 30) avec le solvant “tolut%re ” dans les conditions de chromatographie identiques a celles 
utili&es pour les chromatogrammes des Figs. I et 2; developpement (6 h) en &me dimension par 
le solvant isobutanol-acide acetique glacial-eau (100: 6: 20) avec Ccoulement continu (dispositif A 
de la Fig. 4 de ref. O), apres impregnation de la couche mince avec de l’acetate de sodium (pulveri- 
sation, puis sechagc rapide B go’, d’une solution 0.2 M dans Ie melange alcool-eau (6:4)); pour 
la designation des substances voir Fig. 6. 

Fig. 6. Schema montrant les positions des DNP-aminoacides &h&o-solubles de faible mobilite 
dans le solvant “toluene” (DNP-S-carboxymbthyl-cysteine, acide DNP aspartique, aride DNP 
glutamique, DNP-asparagine, DNP-glutamine, Dh’P-serine, DNP-glycocolle,. DNP-threonine) 
apres chromatographie ii deux dimensions. Pour les solvants utilises et les condrtions de chromato- 
graphic: voir ICgende de la. Fig. 5 ; les taches d~limitees par un pointille et les taches noires repre- 
sentent les positions des DKP-aminoacides aprts d6veloppement du chromatogramme. respective- 
ment, en r-&e et &me dimension; la partie DD’C’C de la couche mince est dliminde avant le 
developpement en 2-ime dimension. 
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chromatographie en couche mince de poudre de cellulose, deux prkautions doivent 

&tre prises : imprCgnation de la couche mince par une solution Itydro-alcoolique 
d’adtate de sodium afin d’Cviter le dkollement de la couche mince, s6chage rapide 
(dans une Ctuve B go”) de la couche humide pour que les taches des DNP-aminoacides 

restent petites. L’utilisateur du procCdC ne s’Ctonnera pas d’observer que, quelquefois, 

certaines taches de DNP-aminoacides deviennent allong&es dans les premiers moments 

du dCveloppement chromatographique en &me dimension ; apr&s un certain temps, 
la substance contenue dans la queue de la tache est ramenCe par le flux de solvant 

dans la masse de la tache et ainsi cette derni&-e devient parfaitement nette. 

Cas des DNP-aminoacides laydro-acido-solubles 
11 Ctait essentiel de mettre au point un procCdC pour &parer les DNP-amino- 

acides restant dans la phase aqueuse acide (HCI) apres extraction des DNP amino- 
acides &h&o-solubles. 

On sait qu’aprb chromatographie dans les solvants alcalinsl~*2~lj* les taches 

d’a-mono-DNP-arginine et d’&-mono-DNP-lysine sont confondues et clue seule une 
&ectrophor&se en milieu fortement alcalin (ammoniaque”, di&hylamine3, triCthyl- 

amine3) permet d’obtenir la separation de ces deux DNP-aminoacides. Le couplage 

d’une chromatographie dans le solvant “tolu$ne” et d’une &lectrophorke dans la 

diCthylamine 0.025 M nous a permis d’obtenir cn excellent pro&d4 de sCparation 

sur feuille de papier de I’ensemble des DNP-aminoacides hydro-acido-solubles (acide 

DNP cyst&que, di-DNP-histidine, a-mono-DNP-histidine, &-mono-DNP-lysine, a- 
mono-DNP-arginine)3. 

Ayant pu mettre au point des conditions opbratoires qui permettent d’obtenir 

la &par&ion des DXP-aminoacides &th&-o-solubles sur couche mince de poudre de 

cellulose et qui peuvent Cgalement s’appliquer A la Gparation des DNP-amino- 

acides hydro-acido-solubles dans le snlvant “to!uene” addition& d’alcool octylique 

prknaire, nous avons essay& d’obtenir la kparation complcie par chromato4lectro- 
phorksc de ces dcrniers DSP-aminoacides. 

Les clichds de la Figs. 7 et S montrent que les rCsultats obtenus sont aussi nets 

cn chromatographie en couche mince de poudre de cellulose qu’en chlomatographie 
sur papier. Pour ohtenir drs taciw petite~ sur couci~ mince (zy ,j de poudre de 

cellulose d6poske wr plaque zoo ,‘_ zoo ,.. 4 mm, il faut ajouter k la dikthylamine (ici 

0.033 iv) une concentration convenable d’un se1 neutre (0.02 M NaCl par exemple) 

afin de rendrc l’&lectrolyte suffisamment conducteur; ainsi, le; taches sont plus nettes 

qu’en&lectrophor&sesansCvaporation. Les sgparations ont CtC rCalisCes dans l’appareil 

extrcmement simple (A de la Fig. 2 de r&f. 6), d&jA dkrit, pour 1’Clectrophorbe en 

couche mince de poudre de cellulose. Len condit5 AS op&atoires permettant d’ob - 

tenir ce r@sultat, sont indiqukes dans les 1Cgenlies des Figs. 7 et S. 

Si la di-DNP-histidine est pr&ente dans le mblange & analyser, il faut prendre 

des prkautions pour Gliminer le solvant “tolu&ne” ayant servi au dkeloppement en 

I-&e dimension. En effet ce DNP-aminoacide est asscz sensible 2 l’action de la lumike 

et des milieux alcalins. Si le chromatogramme Ctait sCchC & So”, une tache d’a-mono- 

DNP-histidine, dont le pourtour est indiquC par un trait interrompu (h) sur le schCma 

de la Fig. 8, apparaitrait aprk I’ClectrophorGse en z-&me dimension. La position (p) 

l Solvant “toluL’ne”1~12, 12.propanol-ammoniaquc & 34 “;, (7: 3J15. It-butanol-ammoniaque B 
34 % (4: IJ15. 
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Fig. 7. Enregistrement photographique d’un chromate-Clectrogramme & dew dimensions sur 
couche mince (250 p) de poudre de cellulose des DNP-aminoacides naturels hydro-acido-solubles: 
plaques 200 x zoo x 4 mm. X = position de depat des substances B 6 cm du futur cot6 - pdle 
negatif ; 3 b 7 mpmoles de chaque DNP-aminoacide; dtveloppement chromatographique en pre- 
mike dimension (i h 45 & 2 h 15) avec le solvant “toluiine” en atmosphere ammoniacale (auto- 
cuve montee en “double irrigation” comme indique dans la Fig. 3 C de ref. 6) dans les conditions 
operatoires utilisees pour le developpement en r-&e dimension du chromatogramme de la Fig. I ; 
electrophorese, en ?-&me dimension (9.5 mA, 385 V. 30 min, cuve d’electrophorese A de la Fig. z 
de ref. 6; g&&ateur de tension continue decrit dans la ref. 6) apres pulverisation d’une solution 
aqueuse de didthylamine 0.033 M et de NaCl 0.02 M; precautions B prendre pour Ie sechage, 
apres le developpement en r&e dimension: voir le texte; pour la designation des substances: 
voir Fig. 8. 
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Fig. 8, Schema montrant les positions des DNP-aminoacides hydroacido-solubles (acide DNP 
cysteique. a-mono-DNP-histidine, e-mono-DNP-lysine, a-mono-DNP-arginine. di-DNP-histidine) 
apres chromate-Clectrophorese sur couche mince (250 11) de poudre de ccllulosc; plaque zoo x ZOO 

x4mm; r-&e dimension: solvant “toluene” en atmosphere ammoniacale: s-&me dimension: 
Clectrophorese dans la diethylamine; pour le solvant. la solution d’electrolyte et les conditions de 
chromatographie et d’clectrophorese uti!ises, voir !a !C 6 cnde de la Fig. 7; front du solvant, en fin de 
developpement du chromatogramme en premiere dimension, confondu avec Ic bord (DC) de la 
couche mince; X = position de depot des substances; DD’C’C = portion de la couche mince 
eliminCe avant l’electrophcrese en r&me dimension: les taches delimit&s par un pointilld ct ICS 
taches noires representent les positions des DKP-aminoacides apres dCveloppemcnt du chromato- 
gramme, respectivement, en r-bre et a-&me dimension; les taches delimitees par un trait intcr- 
rompu (- - -) correspondent aux positions occupccs par divers artcfacts possiblcs (voir lc textc) 
apres developpement du chromatogramme cn z-emc dimension: p = tache du produit dc de- 
composition photochimique de la di-DNl’-histiclmc (voir lc tcutc), h = tache tl’cr-mono-Dxl’- 
histidinc produitc au cows d’un chauffage fventucl dc la tache de di-DSP-histidine lors de I’&- 
mination du solvant de chromatographie utilise en r&e dimension. 

du produit de dkomposition photochimique de la di-DNP-histidine est Cgalement 
indiquee sur ce schema (voir 1Cgende de la Pig. 8). La dkomposition de la di-DNP- 
histidine en cr-mono-DNP-histidine au tours de 1’Climination du solvant “toluene” 
est fortement reduite si cette dlimination a lieu a la tempCrature ambiante a I’aide 
d’un violent courant d’air (m&me methode que pour l’eiimination du solvant “to- 
lu&ne” dans le cas des DNP-aminoacides &h&o-solubles). 

nISCUSSIOS GIkk4i.ti ET coscLusIos 

A~insi, nous venons de mettre au point des conditions operatoires qui yermettent 
de &parer par chromatographie a deux dimensions et par chromate-electrophorese 
en couche mince de poudre de cellulose tous les DSP-derives correspondants ~LIX 
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aminoacides prbsents dans les protCines natives ou modifi6es par voie chimique. 
Les diagrammes des positions des taches de DNP-aminoacides que nous avons 
obtenus (Figs. I B 8) sont identiques Q. ceux que l’on a en chromatographie sur pa- 
pier2+a112. 11 devient done, maintenant, extr&mement ais de comparer les r&ultats 
obtenus par la chromatographie sur papier et par la chromatographie, en. couche.. 
mince. Le procCdC dkrit bCnCficie de tous les avantages de la chromatographie en’ 
couche mince: exigence d’une faible quautitC de produit (3 i 7 mpmoles, au lieu de 
IO g 200 de chaque DNP-aminoacide en chromatographie sur papier), rapidit 
d’obtention des r6sultats, possibilite de rkdiser simultan6ment un grand nombre de 
chromatogrammes dans un faible espace de travail. Ainsi, par exemple, on peut 
rapidement d&erminer, gr&ce 5 plusieurs chromatographies en couche mince rbalides 
simultanCment, la nature d’une tache de DNP-aminoacide rep&de sur un chromato- 
gramme sur papier, en ne mettant en oeuvre qu’une petite poxtion de 1’6luat de la 
tache. AssociC & l’emploi de tdmoins internes notre pro&d6 de chromatographie en 
couche mince peut Ctre tr&s utile pour l’identification des aminoacides prkents dans 
un hydrolysat chimique ou enzymatique d’oligopeptides naturels ou modifS% par 
voie chimique. 

La seule mCthode de chromatographie en couche mince mise au point pour les 
DNP-aminoacides, avant celle que nous prksentons aujourd’hui, se limitait B l’analyse 
des DNP-aminoacides &h&o-solubles. Cette m&hode employait des couches minces 
de gel de silice partiellement d&active ‘5,18p16 et ses auteurs, apr$s avoir utilisC le 
solvant “tolu2me” de BISERTE ET OSTEUX~ pour dkvelopper la I&e dimension de leur 
chromatogramme* remarquaientlj qu’il leur Ctait impossible d’obtenir une sCparation 
satisfaisante des DNP-aminoacides par chromatographic de relargage (tampon 
phosphate) en seconde dimension. 

Comme nous venons de le montrer, nous avons CtC en mesure de Saliser la 
chromatographie de relargage aprks une chromatographie dans le sol.vant “tolu&ne”. 
Ce rCsultat a Et& obtenu car nous avons pu mettre en bvidence les causes des incidents 
propres h la chromatographie en couche mince, * incidents qui tiennent surtout, d’une 
part, B la rktcntion excessive des constituants du mClang: colvant utilisC dans le 
d6veloppement dcs chromatogrammes, d’autre part, h un phdnomcne clue nous avons 
dPsignC sous le nom de “dissociation capillaire” des cons-tituants du mClange solvant. 

Ces incidents sent prinripalement cltis i une lipophilisatiii~~ des particules formant la 

couche mince par certains constituants du solvant mobile utilisC en I-&-e dimension. 
Dans une association chromatographie de partage direct, en x-&e dimension, chro- 
matographie de relargage en z&me dimension, nous avons pu montrer que tous les 
incidents de la chromatographie sont considkablement rbduits si l’on utilise des con- 
centrations convenables** d’agents tensio-actifs approprik dans les solvants employ&s 
en I&e et z-&me dimension. 

Pour r6aliser des chromatographies St deux dimensions des DNP-aminoacides 
Cthero-solubles sur couche mince de gel de silice, apr& chromatographie dans le 
solvant “toluPne” selon leur mode opkatoire, BRENSER, NIEDERWIESER ET PATAKI 

ont dd s’adresser B la chromatographie d’adsorptionj pour pouvoi.r dCvelopper le _._--- 
l Sans employer un dCveloppcment en atmosphkc fortcment ammoniac& mais tout au pIUS 

r?U prGqui:ibrant la pia;lw de gci rfc: silk, pour fa ddsactiver. ax-cc Its vapcurs de ia phase aqueuse 
clbcantk du solvant “tolut:nc”b. 

l * Un exck d’agent tensio-actif empkhe, clans ccrtains cas, toute sbparation chromato- 
graphique. 
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chromatogramme en seconde dimension. Ces auteurs obtiennent des separations 
asses satisfaisantes des DNP-aminoacides &hero-solubles quoiqu’il semble que la 
d&inition des taches soit moins bonnet que celle obtenue par Ie pro&de que nous 
venom de mettre au point. Peut-Ctre serait-il interessant de reprendre l’etude de la 
chromatographie sur couche mince de gel de silice desactivee, en tenant compte des 
observations que nous avons fakes en chromatographie sur couche mince de poudre 
de cellulose. Cependant, nous pensons que l’emploi de couches minces de poudre de 
cellulose est preferable a celui de couches de gel de silice car les premieres n’exigent 
pas de liant et sont m6caniquement plus resistantes que les secondes et done plus 
faciles a manipuler. 

Quoiqu’il en soit, les diagrammes donnant les positions des taches des DNP- 
aminoacides apr&s chromatographie selon le procede de BRENNER, NIEDERWIESER ET 

PATAKI~ ne peuvent pas &tre compares avec le diagramme obtenu en chromatographie 
sur papier avec le systeme “ toluene”-“phosphate”29 I*. 

Dans nos conditions operatoires, quoique nous ayons utilise un systhme 
“tolubne”-“sulfate d’ammonium ” sur couche mince de poudre de cellulose, le dia- 
gramme des positions des taches des DNP-aminoacides &h&o-solubles est identique a 
celui obtenu en chromatographie sur papier avec le systeme “toIuene”-“phosphate”. 

Enfin, on doit aussi faire remarquer, que dans notre procCdC, I’extreme dc- 
finition des taches de DNP-aminoacides apr&s chromatographie tient au fait que nous 
avons pu montrer que les DNP-aminoacides doivent Ctre maintenus sous forme de 
sels d’ammonium au tours de la chromatographie dans le solvant “toluene”; ceci 
exige une tres forte concentration en ammoniac dans l’atmosphere des cuves. Nous 
avions deja pressenti cette exigence3 en chromatographie sur papier mais, dans ce cas, 
elle n’etait pas absolue. 11 n’en pas de m&me en chromatographie en couche mince 
de poudre de cellulose oit une trop faible concentration en ammoniac dans I’atmos- 
phtke des cuves donne naissance B des taches diffuses de DNP-aminoacides. 

R%SUMlj 

Des methodes efficaces de separation chromatographique des DNP-amino- 
acides sur couche mince (250 p) de poudre de cellulose sans liant sont d&rites. Gans 
lcs conditions opCratoires tltilis&s, il est possible de &parer, sons formc de taches 
extr&mement bien definies tous les DNP-aminoacides du groupe des &hero-solubles 
et des hydro-acido-solubles. Sur plaque 20 x zo (ou 30) cm, la quantite optimum de 
chaque DNP-aminoacide pouvant &tre mise en oeuvre est de 3 Q 7 mpmoles. 

SUMMARY 

Some efficient methods of chromatographic separation of DNP-amino acids on 
thin layers (250 p) of powdered cellulose without binder are described. Under the 
operating conditions used, it is possible to separate all the DNP-amino acids of the 
ether-soluble and hydracid-soluble groups in the form of well defined spots. The 
optimum quantity of each DKP-amino acid which can be applied to a plate 20 x 20 

(or 30) cm is 3-7 m;~moles. 
--__ 

* Voir Its photographies des chromatogrammes dc BRF,XNER et COII.~~. (Note by, CditOr: 
This comparison is not quite just, as the latter are urme samp!cs and not synthetic rrrlXtUreS.) 
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