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Analyse des aeides amink par chramatographie 

I. Consid6ratiens g6n6rales sur I’intSgration des pits. Une m&hode rapide 
d’intBgration manuelle 

Les perfectionnements &cents des divers types d’analyseurs automatiques 
cl’acides amines, derives de celui de MOORE ET STEIN, permettent actuellement 
d’obtenir plusieurs chromatogrammes en 24 h: jusqu’h S selon certains constructeurs* i 

L’intdgration prend alors d’avantage de temps clue le travail analytique proprement 
dit. C’est done sur ce point clue l’on peut cldsormais attendre des ameliorations. La 
methocle preconisee par SPACKMAN, MOORE ET STEIN~ est certainement la plus em- 
ployee. Elle demande environ une heure par chromatogramme. 11 existe des integra- 
teurs automatiques* * qui donnent d’excellents resultats. Un appareil semi-automa- 
tique moins onereux a 6td: decrit recemment2. 

La surface en unites de densitd optique d’un pit enregistre en transmission peut 
$tre obtenue en additionnant les densites optiques de points regulierement espaces 
sur l’axe des temps (Fig. I) : 

Hg est la densite optique du point d’abscisse “i”. 
SPACIWAN, MOORE ET STEIN~ ont remarqud qu’il existe, Clans le cas de pits 

symdtriques, un rapport constant entre l’aire reelle du pit et celle du triangle de 
m&me hauteur et de m&me largeur h la moitie de l’orclonnee du maximum (Fig. I) : 

S = Js.H-L (b) 

oti H est l’ordonnee du maximum et L la largeur du pit 2 mi-hauteur. 
Ce resultat est en accord avec les etudes theoriques de VERMEULEN ET WIESTER~ 

qui ont montre que, d’une maniere g&n&ale, on peut admettre que les profils d’elution 
obtenus avec des echangeurs d’ions sont des courbes de Gauss, ou en different tres peu. 

Dans ces conditions, pour mesurer l’aire d’un pit, il sufft d’en determiner deux 
parametres convenablement choisis, leur produit est proportionnel i la surface du 
pit, le coefficient de proportionnalite ne dependant que du choix des parametres. 

A priori rien n’oblige & prendre, comme l’ont fait SPACKMAN et al., la largeur & 
mi-hauteur comme second parametre. Nous avons calcule, en adoptant la hauteur 
comme parametre fixe, les valeurs du coefficient 12 dans la formule (b), en fonction de 
la fraction x de la hauteur totale a laquelle le param&tre de largeur & est mesure. 
Le Tableau I groupe les resultats obtenus pour soixante pits, pris au hasard dans dix 
chromatogrammes. 

1(,” Ces calculs montrent que la precision reste bonne si l’on mesure le parametre 

* Technicon Instruments Corporation, Chauncey, New York. 
* * Infotronics, Houston, Texas. 
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TAl3LEAU I 

VALEUR DES COEFlrICIENTS D’INTItGRATION EN FONCTION DE L’ORDONNfiI h LAQUELLE EST MESURk 

LL PARAhI$TR& DE LARGEUR 

0.5 
0.G 

0.7 
0.75 
0.8 
o-9 

1.045 (1.064.) 1.00 (1.00) 2.5 55 VdCUrS SU1’ 60 & j= I.43 

1.21 (1.239) 1.rG (1.16) 

;:: 
58 valeurs sur 60 $ f 2.48 

x.44 (1.483) 1.38 (1.39) 55 valeurs sur Go & f 3.47 
1.40 (1.651) I-53 (I-55) S-3 56 valeurs sur 60 B f 3.44 
1.82 (1.876) I.74 (1.76) 
2.63 (2,730) 2.52 (2.56) 2:: 

55 valeurs sur Go A & 3.84 
55 valeurs sur Go A & 5.70 

* k Est le coefficient cl’intbgration B appliqucr pour connaitre l’aire r&Ale; entre parenlh&ses 
on a mis le coefficient correspondant calculd pour la. courbe dc Gauss. 

** k’ Est le coefficient & appliqucr pour connaitre I.‘airc clu triangle construit sur la hnuteur 
et la largcur iz clemi-hauteur clu pit: cntre parenthkcs: Ic m6mc cocffkicnt calculd pour la courbe 
de Gauss. 

de largeur jusqu’aux huit dixiemes de la hauteur. Aux neuf dixiemes l’ecart est encore 
inferieur & 6% dans neuf cas sur dix. 

Dans la plupart des cas, il n’y a aucun avantage a mesurer le parametre de lar- 
geur a une hauteur differente de H/2, sauf pour verifier eventuellement un resultat; 
c’est cependant la methode la plus rapide et parfois la seule applicable pour intrigrer 
des pits qui se chevauchent. 11 suffit en e,ffet, clans ce cas, de se placer 2 une ordonnke 
telle clue la contribution de la coloration due au second amino-acide soit negligeable, 
pour mesurer le parametre de largeur. 

Fig. I. IntBgration cl’un pit enregistrd en transmission. 

.T. Clwomatog., 24 (IgGG) x69-174 
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Fig. za et b. Dcux cxomplcs clc s6parstions incomplbtcs oh l’int6gration rcste possible. 
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Ceci suppose bien entendu clue le proA de l’dlution d’un acide amine ne soit pas 
affect6 par le chevauchement d’une autre substawe. 11 en est bien ainsi car nous avons 
constate, en revelant simultan6ment des chromatogrammes par la ninhydrinc et par 
un reactif specifique des guanidines, que la forme du pit d’un acicle amine dtait 
independantc de la presence d’une guanidine ninhydrine negative dlu6e simultane- 
merit*. 

L’application de la mdthode est illustrde par les exemples ci-dessous: dans les 
deux cas le pit principal est celui de la shrine, le pit secondaire ou l’epaulement 
correspond a la glutamine. 

Dans le premier cas, il n’est pas possible de mesurer El/, (Fig. za). 
L’integration a toutes les ordonnees oh elle est possible donne les valeurs sui- 

vantes pour la shrine: 

so.0 = 17.53 S0.7~ = 17.86 .Sz cst l’airc calcuk en mcsursnt 

SO.8 = 17.70 so.7 = 1a.&+g la largcur i l’orclonnbe x* 19. 

Les trois premieres valeurs sont concordantes et leur moyenne peut etre prise 
pour une bonne evaluation de l’aire du pit principal. 

Dans le second cas (Fig. zb) ou le pit pr&ente un epaulement on calcule les 
valeurs : 

so.0 = 20.11 

SO.8 = 20.45 

So.75 = 2oA4 

so.7 = 20.97 

&.I3 = 2x.72 

So.5 = 22.93 

J. Chromatog., 24 (1966) 16g-I74 
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Le fait de trouvcr une valeur commune ZL partir d’une certaine orclonnde permet 
d’affirmer clue celle-ci est une bonne estimation de l’aire du pit principal. On peut 
&valuer l’aire correspondant au second acide amind par le m&me pro&d& d’inthgration, 
s’il est applicable, ou en retranchant la valeur calcul&e pour le pit principal de cello 
obtenue par sommation des densitds optiques pour l’ensemble des deux acides amink. 

Nous n’avons pas v&if% si les valeurs que nous avons calcul6es sont valables 
pour des colonnes ou des systbmes d’6lution cliff&rents de ceux clue nous utilisons. 
Vu le faible &cart des valeurs exphrimentales et des valeurs tlzhoriques calculhs h 
artir de la courbe de Gauss (Tableau I) nous pensons qu’il en est probablement ainsi. 
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Fig. 3. InlAgration d’un pit lorsquc la lignc clc base n’est pas confoncluc nvec Ic zdro clc l’enregis- 
trcur. 

.Ih&ratio?a ra$ide 
Lorsque la ligne de base du chromatogramme n’est pas 

du papier d’enregistrement (Fig. 3)’ il faut en tenir compte 
formules (a) et (b) deviennent respectivement : 

confondue avec le z&o 
pour l’intf5gration. Les 

(a’) 

oh bs est l’ordonnhe de la ligne de base interpolke & l’abscisse “i” et b est l’ordonnde 
de la ligne de base interpolke & l’abscisse du maximum. 

J. C/cvornalo~.; 24 (1966) 169-174 
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Fig. 4. (a) Echelle en clcnsit8 optiquc clc n~oclulc variable. (b) lnt6gration au moycn clc l’bchcllc 
clc moclule variable. 
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Fig. 5. Construction gdomdtriquc clc 1’6chelle. 
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Nous utilisons pour ceci une echelle (Fig. 4a) transparente; en la placant sur 
l’enregistrement de telle sorte clue les ligncs de densit infinie soient superposees et 
quc la droite marquee zero coupe la ligne de base a l’abscisse du maximum, on lit 
directement la densite optique reelle (H-b) de ce point. (Fig. 4b). On rep&re ensuitc 
sur le papier le point correspondant a la demi-hauteur et apr&s avoir retire l’echelle 
on mesure sur l’horizontale passant par ce point la largeur du pit L, par la methode 
des points de SPACKMAN et a2.l. 

On peut facilement rkliser une telle dchelle en tracant le faisceau des droites 
s’appuyant sur 1’8chelle des ordonnees et passant par un point de la droite de densite 
infinie (Fig. 5). La m&me figure montre clue l’on peut egalement joindre deux & deux 
les points situ&s sur deux parall&les, A et B, B l’axe des densitds optiques et cliff&ant 
entre cux d’une quantite constante. Par exemple, on aura une 8chelle utilisable pour 
des lignes de base comprises entre o et 0.1 en joignant le point o de A au point 0.1 de 
B, le point 0.1 de A au point 0.2 de B, etc. 

La pente de la droite de densite optique nulle dGpend de l’espacement des deux 
droites A et 33 ou de l’dloignement du point de contours a l’axe des ord.onnecs dans la 
premiere construction. 11 importe, pour ne pas diminuer la precision, que cette droite 
ne soit pas trop inclinee sur l’axe des abscisses ; d’autre part, il ne f aut pas que l’echelle 
devienne trap encombrante, celle que nous utilisons, pour des lignes de base comprises 
de o g 0.1 de densite optique, a IO cm de large pour 28 cm de haut. 

La precision obtenue sur la mesure de la hauteur reelle et le rep&age de la demi- 
hauteur du pit est au moins &gale a celle de la mdthode classique car elle substitue 
une coYncidence optique, facile i rdaliser, a une interpolation non lineaire. 

Cette methode rapide nous permet d’integrer un chrom.atogramme complet en 
une demi-heure. 

L’utilisation d’une machine a calculer imprimante (DIENL-transmatic) nous 
a permis de r6duire le temps d’integration B 20 min. 

Toutes nos mesures ont bt6 faites sur des chromatogrammes obtenus en 22 h 
sur auto-analyseur Technicon par Mlle MAILLIL 

Les calculs sont de Mme S. DELI-IAYE. 

Station CentraZe da P?tysioZogie 
V&&tale, C.N.R. A., Versailles (I;ra?we) 
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