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DES DNP-AMINOACIDES HYDRO-ACIDO-SOLUBLES, EN COUCHF. MINCE
DE POUDRE DE CELLULOSE*
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Institut Pastenr, Service de Biochimie Cellulaire, Paris (France)

(Regu le 14 juillet 1965)

On sait qu’aprés transformation en 2,4-dinitrophényl-dérivés, il est extréme-
ment aisé de doser les aminoacides contenus dans les hydrolysats de protéines et de
peptides grace aux excellents procédés de séparation chromatographique sur papier
décrits pour ces substances (BiSERTE ET OSTEUX!, LEVY?, MUNIER ET SARRAZIN®).
Les méthodes de la chromatographie sur papier exigent cependant un matériel
encombrant, coliteux, et la mise en oeuvre d'une quantité relativement importante
de produit. Lorsqu’il s’agit de procéder 3 un grand nombre de dosages, d’identifica-
tions des constituants des mélanges, il devient souhaitable de s’adresser aux techni-
ques de la chromatographie en couche mince. Malheureusement ces techniques n’ont
été développées pour les DNP-aminoacides que sur couche mince de gel de silice®
et avec des combinaisons de solvants différentes de celles employées en chromato-
graphie sur papier. 1l était, a priori, intéressant de chercher 4 transposer les méthodes
décrites pour la chromatographie sur papier & la chromatographie sur couche mince
de poudre de cellulose. Ainsi pouvait-on espérer obtenir des résultats comparables
par les deux méthodes.

Comme nous allons le montrer, 'application directe des conditions opératoires
utilisées en chromatographie sur papier ne permet d’obtenir aucune séparation satis-
faisante des DNP-aminoacides sur couche mince de poudre de cellulose. Aprés une
étude des causes d’insuccés (trop faible conductibilité des électrolytes, trop faible
teneur en NH; de I'atmosphére des cuves, trop lente élimination du solvant de déve-

* Abréviations utilisées: DNP = radical 2,4-dinitrophényl; Ala = DNP-alanine; f-Ala =
DNP-f§-alanine; a-Arg = N-¢-mono-DNP-arginine; Asp = DNP-acide-aspartique; Asp-NH, =
DNP-asparagine; CySCM = S-carboxyméthyl-cystéine; CySCM-O = produit d’oxydation a l'air
de la S-carboxyméthyl-cystéine; CySO;H = acide-DNP-cystéique; di-His = di-DNP-histidine;
di-Lys = di-DNP-lysine; di-Tyr = di-DNP-tyrosine; DNP-NH, = dinitro-aniline; DNP-OH =
dinitrophénol; Etio = DNP-éthionine; ““EtSO ex Etio” = artefact: fraction de la tache de DNP-
éthionine transformée en DN P-éthionine sulfoxyde pendant le séchage du solvant de 1-ére dimen-
sion; Glu = acide-DNP-glutamique; Glu NH, = DNP-glutamine; Gly = DNP-glycocolle; leu =
DNP-isoleucine; Leu = DNP-leucine; ¢-Lvs = e-mono-DNP-lysine; Met = DNP-méthionine;
"MeSO ex Met” = artefact: fraction de la tache de DNP-méthionine transformée en DNP-
méthionine sulfoxyde pendant le séchage du solvant de 1-ére dimension; Me SO, = DNP-mé-
thionine sulfone; N-a-mono His = N-a-mono-DNDP-histidine; N-mono Tyr = N-w-mono-DNP-
tyrosine; Nor leu = DNP-norleucine; Nor val = DNP-norvaline; p-F Phe = DNP-p-fluorophényl-
alanine; Phe = DNP-phényl-alanine; Pro = DNP-proline; Ser = DNJP-sérine; Thr = DNP-
thréonine; Try = DNP-tryptophane; Val = DNP-valine.

J. Chromatog., 22 (1966) 347-361



aaR T MUNIED M~ CADIATIN
340 R L MUNLGI, O, DQARKALIN
loppement en 1-ére dimension, ‘‘dissociation capillaire” des constituants du mélange

solvant au cours de son cheminement, retention excessive des constituants du sol-
vant de 1-ére dimension dans la couche de cellulose etc.) nous avons mis au point dges
conditions opératoires permettant d’obtenir la séparation de P'ensemble des DNP-
aminoacides éthéro-solubles, des DNP-aminoacides de faible mobilité (y compris
DNPS-carboxyméthyl-cystéine, acide DNP aspartique, acide DNP-glutamique,
DNP-asparagine, DNP-glutamine), des DNP-aminoacides hydro-acido-solubles
(e-mono-DNP-lysine, «-DNP-arginine, di-DNP-histidine, «-mono-DNP-histidine,
acide-DNP cystéique). Les méthodes expérimentales décrites permettent de réaliser
simultanément jusqu'a 2o chromatogrammes sur un plan de travail d’'un quart de
métre carré avec des quantités de 'ordre de 3 2 7 mpmoles de chaque DNP-amino-
acide par chromatogramme.

TECHNIQUES EXPERIMENTALES

Préparation des couches minces
Les couches minces (250 p) de
s &4

formées par étalement uniforme d’une bouil epa'm sur plague de verre [200 % 200
{ou 400) - 4 mm; a l'aide du dispositif dc STAHLﬂ‘. La poudre de cellulose, mise en
enenancinn dane Veann ect hamonoédndicde nar nacence nendant auelaneg secondeg
suspension dans l'eau, est homogénéisée par passage, pendant quelques secondes,

'pe Turmix. La bouillie, versée dans un erlenmeyer, est dégazée

uit par une trompe A ea_n) pni:, est 1ap nidement versée

dans I étaleur; les couches minces <0nt immédiatement formées de la maniére habi-
tuelle puis placées sur une surface plane et séchées (une nuit) a la température de la
pitce. Pour une proportion correcte de poudre de cellulose et d’eau (de Vordre de 15 ¢
pour go 4 85 ml), a déterminer pour chaque lot de poudre, on obtient Aes souches
lisses et adhiérant fortement & la plaque de verre. Un léger excés de cellulose donnerait
des couches dont la surface serait granuleuse; un léger excés d'eau entrainerait la
formation de couches minces assez peu résistantes (entrainement assez facile des
particules superficiclles par passage d'un doigt). Avant emploi, les bords de la couche
mince sont éliminés (bande de 1 em de largeur) sur trois cotés. Le quatriéme bord de
la couche mince ne sera ¢liminé qu'avant le développement du chromatogramme en
2-eme dimension; dans toutes les figures, les bords de Ia plaque de verre sont indi-
qués par un trait plein, ceux de la couche mince par des tirés et points alternés.
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Prodints utilisés

Alcool octylique primaire (purifié, Prolabo), alcool octylique normal secondaire
{Prolabo), alcool laurique (a]cool 195 62 Lh]mlquement pur, Firmenich et Cie, Genéve),
Avr aloranl

Andansdow:lfntn Aa cnditien S l ) NP 2P 0 D2N 11 [7s ORI favsrridad
U\JUL.L)’IWUIIKLLC Q€ soqaiunm \}Jul, DET1 d,L)(J} MoNnoOCnior: l wurince  uu bl\Llll \llullll‘:c,
Prolabo), diéthylamine anhydre (Eastman Kodak), Tween 20,80, Brij 35 (Atlas
Df\‘ll!‘]lﬁ_" (‘ﬁ \\’;]mlnnfnn Iv Q A \ '\I\III']TLI I‘]D I‘D]]‘ nee I ]]D mnnuvenna f]DQ (YT");Y\C'
Powder Co., Wilmington, U.S.A.), poudre de cellulose (taille ...U,u.,.v des grains:
10 p) sans liant No. MN3o (\hcherey et I\Lgel Co) aucun des s 'mts commer-
ciaux utilisés {pyridin i

besoin d’ étre redistillés

Préparation des phases solvantes mobiles
Le solvant “toluéne’! est préparé, 4 h avant son emploi de la maniére habituelle:
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toluéne-monochlorhydrine du glycol-pyridine-ammoniaque 0.8 N (150:90:45:90).
Juste avant usage, il est passé sur deux filtres de papier plissé de taille appropriée.
Dans les conditions opératoires qui nous ont donné satisfaction, la totalité du solvant
(correspondant A 150 ml de toluéne) obtenu aprés filtration est additionnée de 10 4 12
gouttes d’alcool octylique primaire (pipette compte-gouttes délivrant 1 ml d’eau en
20 gouttes 4 22°)*.

Les solvants utilisés pour la chromatographie de relargage sont:

(a) Tampon Na,PO,H-NaPO,H, (0.75 M en PO*"), pH 6.0.

(b) Eau saturée de (NH,),S0,—eau saturée de NaCl-eau (1:1:6).

(c) Eau saturée de (NH,),50,—eau (1:4), pH 5.5.

(d) Eau saturée de (NH,),SO,~eau (1:7 ou 1:9).

{e) Solution aqueuse 0.75 M en NaPO,H,-2 H,0.

(f) Eau saturée de Na,SO,—eau saturée de (NH,),50,~eau (10:2:18).

(g) Eau saturée de Na,SO,—eau (z:1).

(h) Eau saturée de Na,SO,—eau (4:1).

(i) Eau saturée de NaCl-eau (1:5).

Dans les conditions opératoires qui ont donné de bons résultats;

les solutions a, c, e, g, i, étaient saturées de dodécylsulfate de sodium (concen-
tration < 0.0025 M);

les solutions b, d, {, h, étaient 0.0025 M en dodécylsulfate de sodium.

Dans le cas de la chromatographie des DNP-aminoacides de faible mobilité
(dans le solvant “‘toluéne”), le chromatogramme est imprégné d’acétate de sodium
{pulvérisation d’une solution 0.2 M en acétate de sodium dans un mélange alcool-eau
(6:4)] puis séché (go°, quelques minutes) rapidement avant développement en
2-¢me dimension [solvant: isobutanol-acide acétique glacial-eau (100:4:20)].

Préparation des solutions d’électrolytes et conditions d’électrophorése

Pour I'électrophorése des DN P-aminoacides hydrosolubles, une solution aqueuse
de diéthylamine (0.033 M) et de chlorure de sodium fo.02 M) est utilisée. Aprés
séchage du solvant de 1-ére dimension (un séchage dans un courant d’air a tempéra-
ture ambiante suffit), la solution est pulvérisée (avec beaucoup de soin) uniformément
sur la surface de la couche mince; la plaque portant la couche mince humide est
disposée dans la cellule d’électrophorese (A de la Fig. z deréf. 6); la connexion élec-
trique entre la couclie 13ince et les solutions d’électrolytes {800 ml) contenues dans les
bacs 4 électrode est obtenue a i'aide de deux languettes (20 > 6 cm) de papier What-
man No. 2; aprés 15 min d’équilibre, la tension est appliquée aux bornes de la cellule
d’électrophorése. Les intensités et les tensions indiquées dans les légendes des figures
correspondent aux valeurs initiales.

Matéricl employé

Les plaques de verre portant les couches minces ont les dimensions zoo x 200
(ou 400) > 4 mm; dans tous les exemples de séparation électrophorétique présentés,
I'épaisseur des plaques de verre sera toujours indiquée; en effet, cs facteur est impor-
tant dans le cas ol les plaques de verre ne sont pas refroidies et spécialement lorsque
le temps d'électrophorése est relativement court. En effet, en électrophorése de zone

* 10 gouttes = 0.197 g d’alcool.
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lorsque I'on ne dissipe pas rapidement I'énergie produite par effet Joule, on sait que
les tésultats obtenus (taille et position des taches de substance) dépendent d'un
grand nombre de facteurs liés a I'importance de I'évaporation de la solution
d’électr 'vte contenue dans la couche mince® 1, La plaque de verre relativement
épaisse joueici le réle de capacité calorifique et le résultat obtenu, toutes les autres
conditions restant les mémes, peut différer légérement seion I'épaisseur de la plaque
de verre.

L’étalenr utilisé est celui mis au point par STAHL? et manufacturé par Desaga
(Roucaire, Paris),

Caves @ chromalographie. Les couches minces de poudre de cellulose sans liant
utilisées sont suffisamment adhérentes i la plaque de verre pour que tous les chromato-
grammes puissent étre développés en “‘couche mince plafond”’® dans une cuve déri-
vant du principe de celle de BRENNER £T NIEDERWIESER? et selon le modéle que nous
avons décrit®.

Suivant les cas, les chromatogrammes sont développés soit en simple irrigation
(voir schéma A de la Fig. 3 de réf. 6), soit en atmosphére conditionnée selon le procédé
dit de double irrigation (voir le schéma C de la Fig. 3 de réf. 6). Dans ce dernier cas,
le mélange a analyser étant déposé prés de l'origine sur la “couche mince-plafond”,
la cuve est montée® puis on commence l'irrigation, par le solvant devant créer I'at-
mosphere de la cuve; lorsque le front du 1-er solvant a atteint I'extrémité de la plaque
(languette 1; de la Fig. 3C de 1éf. 6) le développement du chromatogramme propre-
ment dit (couche mince déposée sur la face inférieure de la plaque supérieure de la
cuve) est commencé. Dans les conditions opératoires donnant de buns résuitats, ke
développement par le solvant “toluéne” modifié (voir page 352) était réalisé en
double irrigation, la couche mince portée par la face supérieure de la plaque de verre
inférieure étant préalablement irriguée par de 'ammoniaque 0.8 N. Les développe-
ments par le solvant isobutanol-acide acétique glacial-eau (100:4:20) ¢taient réalisés
en simple irrigation avec écoulement continu du solvant {remplacement de la baguette
de fermeture de la cuve (b de la Fig. 3A de réf. 6) par un accordéon de papier (dispo-
sitif A de la Fig. 4 de réf. 6)).

Cellule d'électrophorése. Les électrophoréses sur couche mince sont réalisées a
I'aide d'une cellule (A de la Vig. 2 de Téf. 6, pour plaques 200 - 206 - 4 mm) déja
décrite. Les conditions opératoires choisies permettent d'utiliser les avantages de
I'électrorhéophorése®10: taches petites ct bien délimitées (voir Fig. 7) restant dans le
champ d’expérience malgré 1'emploi d'un gradient de potentiel non négligeable.

Envregistrement photographique des chromatogrammes

Les taches de DNP aminoacides sont mises en évidence sur les chromatogram-
mes grice a leur capacité d’absorber un rayonnement filtré & 360-366 mp (lampe
Mazda MAV, 75 W 4 filtre de Wood) par une modification du procédé utilis¢ en chro-
matographie sur papier!: enregistrement photographique de 'absorption d"un rayonne-
ment filtré (pour les conditions opératoires voir réfs. 3 et 8). Ici, un papier sensible
(“Lumiére” R 6/5 pour reproduction de documents, mince, lisse, simple face, ultra
contraste) était glissé sous la plaque de verre portant la couche mince. Cette derniére
¢tant en contact direct avee la surface sensible, ’ensemble était éclairé a travers la
lame de verre. Aprés développement photographique de la surface sensible, on obte-
nait les enregistrements présentés dans les Figs. 1, 3, 5 et 7.

1. Chromatog., 22 (10006) 3473671




CHROMATOGRAFHIE ET. CHROMATO-ELECTROPHORESE EN COUCHE MINCE 351

’77 |
or -0 IR # (&
| < LTy

- 7__7_\_7 7’ I ‘

: i

[ As p
| I lu
B oy
| =@ g [
| ASPNH“%’D’“@ 2 Al rTeﬁOaMe't'*
| ng i A Gluley Pgﬁnﬂs )\ a val (J p?z:s'o
f 5'\ i .% Norv\a{ma'.
|Q ! Gly DNFOP‘ % leutLeu
3! Met“... Nor{eu
3 Nmeno Exo el |
el Tyr diHis PFPhe
=R " +Try, ‘J
| FT e e diTyr+di rs‘(‘
| ! ——:. = -
[ Y ————— 1
L 1™ dimension 8|8

Fig. 1. Enregistrement photographique d'un chromatogramme 4 deux dimensions sur couche
mince (250 u) de poudre de cellulose des DNP-aminoacides naturels éthéro-solubles les plus fré-
quemment rencontrés; plaques 200 X 200 X 4 mm. X = position de dépot du mélange des DNP-
aminoacides; 3 & 7 mumoles de chague DNP-aminoacide; développement, en 1-ére dimension
(1 h 15): phase organiqus décantée du mélange toluéne-monochlorhydrine du glycol-pyridine~
ammoniaque 0.8 N (150:90:45:90) et 10 a 12 gouttes (voir texte) d’alcool octylique primaire,
aprés équilibration (1 h 15) de 'atmosphére de la cuve (voir texte) avec 'ammoniaque 0.8 N; en
2-¢me dimension (1 h): eau saturée de (NH,),50,—eau-dodécylsulfate de sodium (100 ml: 700 mil:
0.576 g); précautions a prendre pour obtenir cette parfaite définition des taches: voir le texte;
“auto-cuve’’ montée en ‘‘double irrigation’’ pour le développement en 1-ére dimension (comme indi-
qué dans la Fig. 3C de réf. 6), en “'simple irrigation” pour le développement en z-éme dimension
(comme indiqué dais la Tig. 3A de rél. 6); pour la désignation des substances voir la Fig. 2.

Fig. 2. Schéma montrant les positions des DNP-aminoacides éthéro-solubles aprés chromato-
graphie 4 deux dimensions sur couche mince (250 u) de poudre de cellulose; plaques 200 X 200 x
4 mm. Front du solvant, aprés développement en 1-ére dimension, confondu avec le bord droit de
la plaque; aprés développement en 2-éme dimension: front du solvant en LL'———; les taches
noires, correspondant aux DNP-aminoacides naturels les plus fréquemment rencontrés, sont celles
des DNP-aminoacides présents sur le chromatogramme dont I'enregistrement photographique est
donné dans la Fig. 1; les taches marquées par un simple trait indiquent les positions d’autres
DNP-aminoacides; ——-~ = limites (zo0 X 20 cm) de la plaque de verre; —«-~—+—- = limites de
la couche mince de poudre de cellulose; la partie BB'C’C de la couche mince est éliminée avant
développement en z-éme dimension: les autres conditions de chromatographie sont indiquées
dans la légende de la Fig. 1.

Précautions a prendre lors des chromatographies et electrophoréses

Pendant tout le temps des chromatographies et électrophoréses les taches des
DNP-aminoacides sont protégées de l'action destructrice de la lumiére. Ceci est
facilement réalisé en emballant les cuves et les chromatogrammes dans une mince

feuille d’aluminium.
RESULTATS ET DISCUSSIONS

Cas des DN P-aminoacides éthéro-solubles

Lorsque nous avons tenté d’employer le systéme solvant [1-ére dimension:
chromatographie de partage avec le solvant “toluéne’’!; 2-éme dimension: chromato-
graphie de relargage avec une solution aqueuse de phosphate?] et les conditions
opératoires qui donnent d’exccilents résuitats en chromatographie sur popier',?,12,
pour la chromatographie en couche mince de poudre de cellulose, nous n’'avons
obtenu qu'un médiocre résultat: les 15 DNP-aminoacides éthéro-solubles appa-

J. Chraomatog., 22 (1966) 347-361



352 R. L. MUNIER, G. SARRAZIN

raissent sous forme de 7 taches trés diffuses et trés allongées. C'est alors que nous
avons entrepris une étude systématique de 'influence des conditions de chromato-
graphie sur la netteté et ia taille des taches de DNP-aminoacide et sur le degré de
séparation obtenu,

En chromatographie sur papier des DNP-amincacides, nous avions observé?
que les taches de substances étaient rondes et extrémement petites, avec des bords
trés nets, si, avant développement par le solvant ‘‘toluéne”, la feuille de papier
portant la tache du mélange des DNP-aminoacides et I'atmosphére de la cuve &
chromatographie, étaient équilibrées avec une grande quantité d’ammoniaque 0.8 N.
Les taches étaient notablement diffuses si I'équilibre avait été obtenu avec la phase
aquense décantée de la préparation du solvant “toluéne” (ou avec le solvant lui-
méme) ou si I'ammoniac avait été éliminé de I’atmosphére de la cuve juste au moment
du démarrage du développement du chromatogramme avec le solvant “tolutne”™.
En un mot, le contact des taches de DNP-aminoacides, avec une atmosphére trés riche
en ammoniac, avant et pendant le développement du chromatogramme par le solvant
“toluéne’ est essentiel*. Nous avons retrouvé les mémes résultats en chromatographie
en couche mince de poudre de cellulose. Dans ce cas, pour pouvoir réaliser ce pré-
équilibre de la tache du mélange des DNP-aminoacides et de I'atmosphére de la
cuve 4 chromatographie avec I'ammoniac, nous avons imaginé une modification® de
la cuve de BRENNER ET NIEDERWIESER’. Cette modification® permet, en particulier,
de réaliser l'irrigation séparée de deux couches minces .2 faisant face dans une méme
cuve. La plaque de verre portant la couche mince supérieure [ayant regu, prés de
V'origine, la tache du mélange a analyser] et la plaque de verre portant l'autre couche
mince sont assemblées (voir cliché C dela Fig. 3 de réf. 6), puis on procéde 4 I'irrigation
de cette derniére par de I'ammoniaque 0.8 N. Aprés 1 & 2 h (plaques 200 x 200 mm)
d’équilibre**, le développement de la couche mince supérieure par le solvant “toluéne™
est commencé.

Comme en chromatographie sut papier, si I'on veut maintenir la parfaite dé-
finition des taches de substance aprés chromatographie dans le solvant “toluéne’”
en atmosphére ammoniacale, il faut réaliser un séchage rapide du chromatogramme
(violent courant d’air au voisinage de l'ouverture d'une hotte presque totalement
fermée). Dans le cas d'une couche mince de poudre de cellulose, au cours d'un séchage
a I'étuve (80°) ou d’'un séchage 4 température ambiante en I'absence de courant d’air
violent, les taches de DNP-aminoacides deviennent rapidement trés diffuses et le
chromatogramme est inutilisable pour une chromatographie en deuxiéme dimension.

Ayant mis au point de bonnes conditions opératoires pour la chromatographie
en couche mince de poudre de cellulose dans le solvant “‘toluéne”, nous avons essayé
de développer les chromatogrammes en deuxiéme dimension avec le tampon phos-
phate (1.5 M, pH 6.0) habituel; la progression du solvant était en général curieuse-

* Le degré hygrométrique de 1'atmosphére de la cuve joue aussi un grand réle sur la définition
des taches; comme exemple, indiquons que les taches de DNP-aminoacides sont trés diffuses
lorsque I'atmosphére de la cuve a été créée par une solution d'ammoniac dans le glycol.

** Le temps d'irrigation de la couche mince inférieure par de I'ammoniaque 0.8 N, avant le
développement de la couche supérienre par le solvant “toluéne”, a une grosse influence sur les
séparations; des résultats satisfaisants sont obtenus pour un temps d'irrigation de 45 min & 2 h;
les meilleurs résultats (taches trés nettes, absence de déformation dans certaines zones du chromato-
gramme) sont obtenus pour 1 h d'irrigation; au dela de 2 h (temps exigé pour un déplacement de
18 cm du front de 'ammoniaque dans la couche mince) d'irrigation, les taches compriscs entre la
N-mono-DNP-tyrosine ct le front du solvant “toluéne’ sont trés déformées.

J. Chromalog., 22z (1966} 347-361
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ment irréguliére; on pouvait voir sur le chromatogramme 11 taches diffuses plus ou
moins allongées; les séparations obtenues étaient, d'un essai 4 l'autre, totalement
irreproductibles; nous avons alors supposé que ces irrégularités de progression du
tampon étaient dues 4 une retention excessive des constituants du solvant de r-ére
dimension et que ceux-ci avaient partiellement lipophilisé les fibres de cellulose de
la couche mince. Nous avons alors imaginé d’ajouter au tampon phosphate (0.75 M,
pH 6.0) une petite quantité (1 %) d'agent tensio-actif (Tween 20: polyoxyéthyléne
sorbitane monolaurate); ceci nous a permis d’obtenir des taches rondes et petites pour
les DNP-aminoacides de faible mobilité dans le solvant “toluéne” (c’est a dire jusqu’a
la tache du mélange DNP-alanine 4+ DNP-OH + DNP-proline}; les taches des DNP-
aminoacides plus mobiles (dans le solvant “toluéne”) étaient déformées, comme en-
trainées par un second front liquide lors de la chromatographie en 2-éme dimension;
'augmentation (jusqu'a 4 %) ou la diminution (jusqu'a 0.5 %) de la concentration en
Tween 20 dans le tampon phosphate n’améliorait pas les résultats obtenus d'nne
maniére intéressante; il en était de méme lorsqu'on substituait le Tween 80 (polyoxy-
éthyléne sorbitane monooléate) au Tween 2o.

Nous avons alors remarqué, sm le chromatogramme développé en deux dimen-
sions, que la limite séparant le domaine of les taches étaient rondes et nettes et le
domaine oi1 elles étaient mélées et déformées correspondait assez étroitement avec
'une (limite B8’, voir sa position par exemple, dans le schéma de la Fig. 4) des limites

Fig. 3. Enregistrement photographique d'un chromatogramme & deux dimensions sur couche
mince (250 u) de poudre de cellulose des DNP-aminoacides nature!s éthéro-solubles les plus fré-
quemment rencontrés; plaque 200 x 400 x 4 mm. X = posicion de dépit du 1. ¢lange des DNP-
aminoacides; 3 4 7 mumoles de chaque DNP-aminoacide; développement en 1-&r - ot 2-&me direc-
tion, respectivement, selon la plus grande et la plus petite dimension de Ia plaque; les conditions
de chromatographie sont les mémes que celles données dans les Figs. 1 et 2, excepté que le front
du solvant de 1-ére dimension s’est déplacé de 25 cm, que le temps d’¢quilibre du chromatogramme
avec 'ammoniaque 0.8 N, et le temps de développement en 1-ére dimension, sont, ici, respective-
ment de Th 3oet 1 h 30; LL' = front du solvant aprés développement en 2-éme dimension (1 h);
pour la désignation des substances voir Fig. 4.

Fig. 4. Sché¢ma montrant les positions des DNP-aminoacides éthéro-solubles aprés chromato-
graphie 4 deux dimensions sur couche mince (250 i) de poudre de cellulose; plagues 200 X go0 X
4 mm. Conditions de chromatographie données dans la légende de la Fig. 3; II' = position atteinte
par le front du solvant de développement en I-ére dimension; DD'C'C = portion de la couche
mince ¢liminée avant le développement en 2-éme dimension; LL’ = position atteinte par le front
du solvant de développement er. z-éme direction; les taches délimitées par un pointillé et les taches
noires représentent les positions des DNP-aminoacides aprés développement du chromatogramme
respectivement, en I-ére et 2-&me dimension.
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des trois zones d'opalescence difiérente présentes en premiére dimension sur le
chromatogramme développé par le solvant “toluéne”; ces trois zones étaient res-
pectivement comnprises entre I'origine du chromatogramme et la limite «a’, la limite
wz' ot la limite g2, 'a imite BB" et le front 11" du solvant; ces limites sont données a
titre indicatif dan. le schéma de la Fig. 4. Ceci nous a fait penser qu'an moins deux
de ces trois zones étaient dues 4 la “dissociation capillaire” des constituants du
solvant “toluéne” au cours de son cheminement chromatographique et qu'en parti-
culier la zone la plus rapide avait considérablement ‘“lipophilisé” les fibres de cellu-
lose et que méme en présence d'agents tensio-actifs (Tween zo, Tween 80), il n'était
plus possible de réaliser une chromatographie de relargage dans cette partie du chro-
matogramme. Notons qu'indépendamment, nous avons été amené & cette méme
conclusion au cours d'études sur la cinétique de déformation des taches des DNP-
aminnacides de grande mobilité dans le solvant “toluéne” sur longues feuilles (75 cm)
de papier. Pour essayer de réduire cette “‘dissociation capillaire” des constituants du
solvant “‘toluéne” nous avons ajouté 4 ce dernier un agent tensio-actif: l'alcool
octylique primaire* (To 4 12 gouttes — voir techniques expérimentales — pour le
solvant correspondant 4 150 ml de toluéne). Dans ces conditions opérateires, il a
été possible de réaliser en z-¢me dimension, une chromatographie de relargage
{tampon phosphate 0.75 M, pH 6.0 4 0.5 % de Tween zo) donnant des taches nettes
pour l'ensemble des DNP-aminoacides; cependant la reproductibilité, d'un chromato-
gramme 4 l'autre, de la netteté des taches n'était pas encore parfaite. Le remplace-
ment du Tween 20 par le dodécyl sulfate de sodium** (concentration finale 0.0025 M)
dans le tampon phosphate (0.75 M, pH 6.0} utilisé¢ pour le développement en z-¢me
dimension allait permettre d’obtenir des chromatogrammes extrémement reproduc-
tibles, dont toutes les taches de DNP-aminoacides étaient rondes, petites et trés
nettes (voir Figs. 1 et 2)***. La substitution an mélange des phosphates {Na,PO,H,
NaPO,H,; 0.75 M en PO, pH 6.0) d’autres sels (Na,50,, (NH,),S0,, NaPOH,,
NaCl) de concentration convenable, soit seuls soit en mélanges, permettent également
d'obtenir de bons résultats (les compositions de ces solutions (a) a (i) sont données
dans la partie expérimentale) en présence de dodecylsulfate de sodium,

Conditions de chromaiographie adopiées. Les conditions opératoires adoptées
pour obtenir la séparation chromatographique en couche mince (250 pj de poudre de
cellulose sur plaque zoo - 2oomm, de 'ensemble des DN P aminoacides éthéro-solubles
sous forme de taches nettes et rondes sont données dans la partie expérimentale
(voir page 349) et dans les légendes des Figs. 1 et 2. La Fig. 1 correspond i l'en-
registrement photographique du chromatogramme obtenu pour les DNP-amino-
acides les plus couramment rencontrés. On remarquera la grande définition des
taches obtenues. Le schéma de la Fig. 2 montre les positions de 1’ensemble des DNP
aminoacides éthéro-solubles; les taches noires, sur ce méme schéma, correspondent
aux DNP-aminoacides du chromatogramme de la Fig. 1. Comme en chromato-
graphie sur papier, les acides DNP-glutamique et DNP-aspartique restent mélés;

* Qu I'aleaol octylique normal secondaire, 1'aleool laurique.
*" Oule Brij 35 (polyvoxyéthyléne laury! ether): 0.75 gil.

"** On doit noter qu'une prolongation excessive (voir note®” pag e352) du temps d'irrigation
de la couche mince inféricure pur 'ammoniaque 0.8 &, avant le développement (par le solvant
“toluéne”) du chromatogramme proprement dit, provoque une intensification des fronts intermd-
diaires (et spécialement du front g8’ (voir Fig. 4) qui peut occasionner une déformation des taches
se trouvant & son niveau: voir un exemple dans la Fig. 4.
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il en est de méme pour la DNP-glutamine et la DNP-asparagine, pour la di-DNP-
histidine et le DNP-tryptophane. Contrairement aux résultats obtenus en chromato-
graphie sur papier, en chiomatographie sur couche mince, les taches de DNP-thréo-
nine, DNP-sérine, DNP-méthionine sulfone sont trés bien séparées les unes des
autres; ceci est trés important, puisqu’on sait que ce dérivé de la méthionine est la
forme stable de cet aminoacide au cours de I'hydrolyse chlorhydrique des protéines!!.
Dans le schéma de la Fig. 2, la position d'un DNP-aminoacide hydro-acido-soluble
I’a-mono-DNP-histidine est indiquée; en effet, dans certaines conditions d’extraction
des DNP-aminoacides éthéro-solubles, un peu de di-DNP-histidine peut étre entrainée
dans ce groupe; ce DNP-aminoacide peu stable a tendance 3 donner de 1’z-mono-
DNP-histidine; il était donc intéressant d’indiquer la position de ce dernier dans les
chromatogrammes a deux dimensions, d'autant pius qu’elie est trés voisine de celie
de la DNP-sérine.

On remarquera sur les Figs. 1 et 2 que la ta ue de di-DNP-tyrosine et celle de
la di-DNP-lysine sont, quelquefois, confondues lorsque le chrcmatogramme est
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Cas des DN P-aminoacides éthévo-solubies de faible mobilité dans le solvant “loluéne”

Pour obtenir la séparation sur couche mince des DNP-aminoacides des me-
langes non résolus (acide DNP aspartique -~ acide DNP glutamique + DNP-5-
carboxyméthyl-cystéine, DNP-glutamine -- DNP-asparagine) aprés chromato-
graphie dans le systéme “toluéne”-"sulfate d’ammonium”, nous avons essayé de
transposer le procédé que nous avons décrit® pour la chromatographie sur papier.
Aprés développement en 1-ére dimension, en atmosphére ammoniacale, dans le
solvant “‘toluéne” additionné d’alcool octylique primaire (mémes conditions opé-
ratoires que celles décrites dans le paragraphe précédent), la couche mince est im-
prégnée d'acétate de sodium (voir partie expérimentale et les légendes des Figs. 5
et 6) puis le développement, en 2-éme dimension, est réalisé avec un mélange d’alcool
et d’acide juste saturé d’eau [isobutanol-acide acétique-eau (100:4:20) |.

Sur les clichés des Figs. 5 et 6 on peut voir que la séparation sur couche mince
des taches de la S-carboxyméthyl-cystéine, de son produit d’oxydation 4 'air, des
acides DNP aspartique et DNP glutamique, de la DNP-glutamine et de la DNP-
asparagine, de la DNP-sérine, de la DNP-thréonine, du DNP-glycocolle, est aussi
parfaite qu'en chromatographie sur papier®; les séparations sont extrémement nettes
et les taches de DNP-aminoacides sont trés petites. Pour obtenir ces résultats en
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Fig. 5. Enregistrement photographique d'un chromatogramme 4 deux dimensions sur couche
mince (250 u) de poudre de cellulose des DNF-aminoacides éthéro-solubles de faible mobilité
dans le solvant “toluéne” ; plaque 200 % 200 x 4 mm. X = position de dépot du mélange des
DNP-aminoacides; 3 4 7 mumoles de chaque DNP-aminoacide; développement en 1-ére dimension
{2z h 30) avec le solvant “toluéne’” Jans les conditions de chromatographie identiques i celles
utilisées pour les chromatogrammes des Figs. 1 et 2; développement (0h) en 2-éme dimension par
le solvant isobutanol-acide acétique glacial-eau (100:6:20) avet écoulement continu (dispositif A
de Ia Fig. 4 de 1é{. 6), aprés imprégnation de la couche mince avec de l'acétate de sodium (pulvéri-
sation, puis séchage rapide 4 9o°, d'une solution 0.2 M dans le mélange alcool-cau (6:4)); pour
la désignation des substances voir Fig. 6.

Fig. 6. Schéma montrant les positions des DNP-aminoacides éthéro-solubles de faible mobilité
dans le solvant “‘toluéne” (DNP-S-carboxyméthyl-cystéine, acide DNP aspartique, acide DNP
glutamique, DNP-asparagine, DNP-glutamine, DNP-sérine, DNP-glycocolle, DNP-thréonine)
aprés chromatographie & deux dimensions. Pour les solvants utilisés et les conditions de chromato-
graphie: voir légende de la Fig. 5; les taches délimitées par un pointillé et les taches noires repré-
sentent les positions des DNP-aminoacides aprés développement du chromatogramme, respective-
ment, en I-ére et z-éme dimension; la partic DD'C'C de la couche mince est éliminée avant le
développement en 2-éme dimension.
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chromatographie en couche mince de poudre de cellulose, deux précautions doivent
étre prises: imprégnation de la couche mince par une solution hydro-alcoolique
d’acétate de sodium afin d’éviter le décollement de la couche mince, séchage rapide
(dans une étuve a go®) de la couche humide pour que les taches des DNP-aminoacides
restent petites. L'utilisateur du procédé ne s’étonnera pas d’observer que, quelquefois,
certaines taches de DNP-aminoacides deviennent allongées dans les premiers moments
du développement chromatographique en 2-éme dimension; aprés un certain temps,
la substance contenue dans la queue de la tache est ramenée par le flux de solvant
dans la masse de la tache et ainsi cette derniére devient parfaitement nette.

Cas des DN P-aminoacides hydro-acido-solubles

Il était essentiel de mettre au point un procédé pour séparer les DNP-amino-
acides restant dans la phase aqueuse acide (HCIl) aprés extraction des DNP amino-
acides éthéro-solubles.

On sait qu’aprés chromatographie dans les solvants alcalins!,12,15* les taches
d’a-mono-DNP-arginine et d’e-mono-DNP-lysine sont confondues et que seule une
électrophorése en milieu fortement alcalin (ammoniaque'?, diéthylamine?, triéthyl-
amine?) permet d'obtenir la séparation de ces deux DNP-aminoacides. Le couplage
d’'une chromatographie dans le solvant “‘toluéne” et d’une électrophorése dans la
diéthylamine 0.025 M nous a permis d'obtenir un excellent procédé de séparation
sur feuille de papier de 'ensemble des DNP-aminoacides hydro-acido-solubles (acide
DNP cystéique, di-DNP-histidine, «-mono-DNP-histidine, s-mono-DNP-lysine, «-
mono-DNP-arginine)3.

Ayant pu mettre au point des conditions opératoires qui permettent d’obtenir
la séparation des DNP-aminoacides éthéro-solubles sur couche mince de poudre de
cellulose et qui peuvent également s’appliquer 4 la séparation des DNP-amino-
acides hydro-acido-solubles dans le solvant “teluéne’” additionné d’alcool ectylique
priinaire, nous avons cssayé d’obtenir la séparation compléte par chromato-électro-
phorése de ces derniers DNP-aminoacides.

Les clichés de la Figs. 7 et 8 montrent que les résultats obtenus sont aussi nets
en chromatographie en couche mince de poudre de cellulose qu’en chromatographie
sur papier. Pour obtenir des taches petites sur couche mince (250 p) de poudre de
cellulose déposée sur plaque 200 . 200 . 4 mm, il faut ajouter a la diéthylamine (ici
0.033 M) une concentration convenable d'un sel neutre (0.02 M NaCl par exemple)
afin de rendre Iélectrolyte suffisamment conducteur; ainsi, les taches sont plus nettes
qu’en électrophorése sansévaporation. Les séparations ont été réalisées dans I'appareil
extrémement simple (A de la Fig. z de réf. 6), déja décrit, pour I'électrophorése en
couche mince de poudre de cellulose. Les conditi .1s opératoires permettant d’ob -
tenir ce résultat, sont indiquées dans les légenles des Figs. 7 et 8.

Si la di-DNP-histidine est présente dans le mélange & analyser, il faut prendre
des précautions pour éliminer le solvant “‘toluéne” ayant servi au développement en
1-ére dimension. En effet ce DNP-aminoacide est assez sensible & 'action de la lumiére
et des milieux alcalins. Si le chromatogramme était séché 4 80°, une tache d’«-mono-
DNP-histidine, dont le pourtour est indiqué par un trait interrompu (h) sur le schéma
de la Fig. 8, apparaitrait apres ’électrophorése en 2-éme dimension. La position (p)

* Solvant ‘‘toluéne’!:!2, y-propancl-ammoniaque 4 34°, (7:3)!%, n-butanol-ammoniaque a
34% (4: 1)t
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Fig. 7. Enregistrement photographique d'un chromato-électrogramme 4 deux dimensions sur
couche mince (250 ) de poudre de cellulose des DNP-aminoacides naturels hydro-acido-solubles:
plaques 200 x 200 % 4 mm. X = position de dépot des substances & 6 em du futur coté — pole
négatif; 34 7 mpmoles de chague DNP-aminoacide; développement chromatographique en pre-
miére dimension (£ h 45 4 2 h 15) avec le solvant ““toluéne’’ en atmosphére ammoniacale {auto-
cuve montée en “double irrigation” comme indiqué dans la Fig. 3 C de réf. 6) dans les conditions
opératoires utilisées pour le développement en 1-ére dimension du chromatogramme de la Fig. 1;
électrophordse, en 2-éme dimension (9.5 mA, 385 V, 30 min, cuve d'¢lectrophorése A de la Fig. 2
de réf. 6; générateur de tension continue décrit dans la réf. 6) aprés pulvérisation d'une solution
aqueuse de diéthylamine o.033 M et de NaCl 0.0z M, précautions a prendre pour le séchage,
aprés le développement en I-ére dimension: voir le texte; pour la désignation des substances:
voir Fig. 8.

Fig. 8. Schéma montrant les positions des DNP-amincacides hydroacido-solubles (acide DNP
cystéique, e-mono-DNP-histidine, e-mono-DNP-lysine, x-mono-DNF-arginine, di-DNP-histidine)
aprés chromato-électrophorése sur couche mince (250 p) de poudre de cellulose; plaque 200 x 200
% 4 mm; I-2re dimension: solvant ‘“‘toluéne” cn atmosphére ammoniacale; 2-éme dimension:
électrophorése dans la diéthylamine; pour le solvant, la solution d'électrolyte et les conditions de
chromatographie et d'électrophorése utilisés, voir la légende de la Fig. 7; front du selvant, en finde
développement du chromatogramme en premiére dimension, confondu avee le bord (DC) de la
couche mince; X = position de dépét des substances; DD'C'C = portion de la couche mince
éliminée avant I'électrophorése en 2-éme dimension: les taches délimitées par un pointillé ct les
taches noires représentent les positions des DNP-aminoacides apres développement du chromato-
gramme, respectivement, en I-ére et z-éme dimension; les taches délimitées par un trait inter-
rompu {—— ) correspondent aux puositions occupées par divers artefacts possibles (voir le texte)
apres développement du chromatogramme en 2-¢me dimension: p = tache du produit de dé-
composition photochimique de la di-DXNP-histidine (voir le texte), h = tache d's-mono-DNP-
histidine produite au cours d’un chauffage ¢ventucl de la tache de di-DNP-histidine lors de V'éli-
mination du solvant de chromatographie utilisé en 1-ére dimension.

du produit de décomposition photochimique de la di-DNP-histidine est également
indiquée sur ce schéma (voir légende de la Fig. 8). La décomposition de la di-DNP-
histidine en a-mono-DNP-histidine au cours de 1'élimination du selvant “toluéne”
est fortement réduite si cette élimination a lieu 4 la température ambiante a I'aide
d'un violent courant d’air (méme méthode que pour 'élimination du solvant "to-
luéne” dans le cas des DN P-aminoacides éthéro-solubles).

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION
Ainsi, nous venons de mettre au point des conditions opératoires qui permettent
de séparer par chromatographie i deux dimensions et par chromato-électrophorése

en couche mince de poudre de cellulose tous les DNP-dérivés correspondants aux
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aminoacides présents dans les protéines natives ou modifides par voie chimique.
Les diagrammes des positions des taches de DNP-aminoacides que nous avons
obtenus (Figs. 1 4 8) sont identiques & ceux que 'on a en chromatographie sur pa-
pier® %12, I devient donc, maintenant, extrémement aisé de comparer les résultats
obtenus par la chromatographie sur papier et par la chromatographie en couche
mince. Le procédé décrit bénéficie de tous les avantages de la chromatographie en
couche mince: exigence d'une faible quantité de produit (3 & 7 mumoles, au lieu de
10 4 200 de chaque DNP-aminoacide en chromatographie sur papier), rapidité
d’obtention des résultats, possibilité de réaliser simultanément un grand nombre de
chromatogrammes dans un faible espace de travail. Ainsi, par exemple, on peut
rapidement déterminer, grice & plusieurs chromatographies en couche mince réalisées
simultanément, la nature d'une tache de DNP-amincacide repérée sur un chromato-
gramme sur papier, en ne mettant en oeuvre qu'une petite portion de 1'éluat de la
tache. Associé 4 1'emploi de témoins internes notre procédé de chromatographie en
couche mince peut étre trés utile pour I'identification des aminoacides présents dans
un hydrolysat chimique ou enzymatique d’oligopeptides naturels ou modifiés par
voie chimique.

La seule méthode de chromatographie en couche mince mise au point pour les
DNP-aminoacides, avant celie que nous présentons aujourd’hui, se limitait & I'analyse
des DNP-aminoacides éthéro-solubles. Cette méthode employait des couches minces
de gel de silice partiellement désactivé®!% et ses auteurs, aprés avoir utilisé le
solvant “toluéne’” de BISERTE ET OSTEUX! pour développer la 1-ére dimension de leur
chromatogramme®* remarquaient!® qu'il leur était impossible d’obtenir une séparation
satisfaisante des DNP-aminoacides par chromatographic de relargage (tampon
phosphate) en seconde dimension.

Comme nous venons de le montrer, nous avons été en mesure de réaliser la
chromatographie de relargage apiés une chromatographie dans le solvant “toluéne”.
Ce résultat a été obtenu car nous avons pu mettre en évidence les causes des incidents
propres & la chromatographie en couche mince; incidents qui tiennent surtout, d'ine
part, 4 la rétention excessive des constituants du mélange solvant utilisé dans le
développement des chromatogrammes, d'autre part, 4 un phénoméne que nous avons
désigné sons le nom de “dissociation capillaire” des constituants du mélange solvant.
Ces incidents sont principalement diis 4 une lipophilisation des particules formant la
couche mince par certains constituants du solvant mobile utilisé en 1-ére dimension.
Dans une association chromatographie de partage direct, en 1-ére dimension, chro-
matographie de relargage en 2-éme dimension, nous avons pu montrer que tous les
incidents de la chromatographie sont considérablement réduits si I'on utilise des con-
centrations convenables** d'agents tensio-actifs appropriés dans les solvants employés
en 1-ére et z-éme dimension.

Pour réaliser des chromatographies & deux dimensions des DNP-aminoacides
éthéro-solubles sur couche mince de gel de silice, aprés chromatographie dans le
solvant “‘toluéne’ selon leur mode opératoire, BRENNER, NIEDERWIESER ET PATAKI
ont dii s'adresser 4 la chromatographie d’adsorption® pour pouvoir développer le

* Sans employer un développement en atmosphére fortement ammoniacale mais tout au plus
en prédquitibrant la plaque de gel de silice, pour la désactiver, avee les vapeurs de la phase aqueuse
décantée du solvant “toluine’™,

** Un exces d'agent tensio-actif empéche, dans certains cas, toute séparation chromato-

graphique.
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chromatogramme en seconde dimension. Ces auteurs obtiennent des séparations
assez satisfaisantes des DNP-aminoacides éthéro-solubles quoiqu’il semble que la
définition des taches soit moins bonne* que celle obtenue par le procédé que nous
venons de mettre au point. Peut-étre serait-il intéressant de reprendre I'étude de la
chromatographie sur couche mince de gel de silice désactivée, en tenant compte des
observations que nous avons faites en chromatographie sur couche mince de poudre
de cellulose, Cependant, nous pensons que I'emploi de couches minces de poudre de
cellulose est préférable 4 celui de couches de gel de silice car les premiéres n'exigent
pas de liant et sont mécaniquement plus résistantes que les secondes et donc plus
faciles 4 manipuler.

Quoiqu’il en soit, les diagrammes donnant les positions des taches des DNP-
aminoacides aprés chromatographie selon le procedé de BRENNER, NIEDERWIESER ET
PATAKI® ne peuvent pas étre comparés avec le diagramme obtenu en chromatographie
sur papier avec le systéme “toluéne’’~“phosphate’# 12,

Dans nos conditions cpératoires, quoique nous ayons utilisé un systéme
“tolutne”’—"sulfate d’ammonium’” sur couche mince de poudre de cellulose, le dia-
gramme des positions des taches des DNP-aminoacides éthéro-sclubles est identique a
celui obtenu en chromatographie sur papier avec le systéme “toluéne”—"‘phosphate”.

Enfin, on doit aussi faire remarquer, que dans notre procédé, I'extréme dé-
finition des taches de DNP-aminoacides aprés chromatographie tient au fait que nous
avons pu montrer que les DNP-aminoacides doivent étre maintenus sous forme de
sels d’ammonium au cours de la chromatographie dans le solvant “‘toluéne’; ceci
exige une trés forte concentration en ammoniac dans I'atmosphére des cuves. Nous
avions déja pressenti cette exigence® en chromatographie sur papier mais, dans ce cas,
elle n'était pas absolue. Il n'en pas de méme en chromatographie en couche mince
de poudre de cellulose ot une trop faible concentration en ammoniac dans I'atmos-
phére des cuves donne naissance a des taches diffuses de DNP-aminoacides.

RESUME

Des méthodes efficaces de séparation chromatographique des DNP-amino-
acides sur couche mince (250 p) de poudre de cellulose sans liant sont décrites. Dans
les conditions opératoires utilisées, il est possible de séparer, sous forme de taches
extrémement bien définies tous les DNP-aminoacides du groupe des éthéro-solubles
et des hydro-acido-solubles. Sur plaque 20 > 20 (ou 30) cm, la quantité optimum de
chaque DNP-aminoacide pouvant étre mise en oeuvre est de 3 & 7 mumuoles.

SUMMARY

Some efficient methods of chromatographic separation of DNP-amino acids on
thin layers (250 u) 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 DNP-amino acid which can be applied to a plate 20 X 20
{or 30) cm is 3-7 mumoles,

" Voir les photographies des chromatogrammes de BRENNER ct colll. (Note by editor:
This comparison is not quite just, as the latter are urinc samples and not synthetic mixtures.)
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