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SEPARATION ET DOSAGE D’ACIDES AMINES EN CHROMATOGRAPHIE
SUR COUCHES MINCES

R, BONDIVENNE T N. BUSCH

Département Chimie Organique, Centve Euvopréen de Recherches Mawvernay, Riom (France)
(Regu le 13 décembre 1966)

Pendant de longues années, depuis la mise au point par CONSDEN, GORDON ET
MAaRTIN! de la chromatographie sur papier, cette technique resta la méthode par
excellence pour la séparation et la détermination des acides aminés dans un mélange
quel qu’il soit.

Malgré les nouvelles possibilités qu’offrait cette méthode, les inconvénients
présentés, en particulier sa lenteur d’application, devaient pousser les chercheurs a
tenter de ’améliorer.

Bien que le principe de la chromatographie sur couches minces (C.C.M.) ait été
décrit depuis plus d'un quart de siécle par IsMAILOV ET SHRAIBER? il ne fut utilisé que
plus tard et presque exclusivement pour la séparation de terpénes3:. 4. Il a fallu
attendre que STAHL standardise a la fois les procédés d’application et un appareillage
pratique et ingénieux pour que l’'on s’en serve couramment5-?,

Le but de notre travail a été d’appliquer la chromatographie en couches minces 3
la séparation d’acides aminés, puisau dosagedecertainsd’entre eux enemployant, d’une
part, dessolutionssynthétiques, et, d’autre part, un extrait de muscle cardiaque animal.

SEPARATION QUALITATIVE

Depuis 1959 différentes recherches furent accomplies pour séparer les acides
aminés par la chromatographie sur couches minces. Les techniques employées
utilisent quantités de solvants et de substrats: Le gel de silice, accompagné ou non de
liant fut souvent employé pour l'étude de ces séparations et pour la mise au point de
difflérentes méthodes, en particulier celle dite “‘a front perdu’’1,10-18, T 'utilisation de
T'oxide d’aluminium amena, dans des applications particuliéres, des résultats satis-
faisants!?-19, Signalons aussi les tentatives faites sur Kieselguhr, Celite, Sephadex,
sulfate de baryum?20-23, Concurrement & ces recherches de nombreuses équipes
essayérent la cellulose: nouveaux systémes de solvants et nouvelles techniques mono-
ou bi-dimensionelles virent le jour2—31, Enfin BUJARD en 1964 décrit un nouveau
couplage de solvant?20,24,29,

Il nous a paru hors de propos de signaler tous les travaux relatifs a la séparation
des dérivés des acides aminés, La méthode ici exposée n’est pas d’une grande origi-
nalité et n’est que I’amélioration de celles ci-dessus citées, mais nous pensons que telle,
elle pourra rendre des services.

Préparation des plagues
Nous avons d’abord employé la Cellulose 300 MN de Macherey et Nagel avec
les quantités préconisées par le fabricant, mais du fait des difficultés de prise de
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cette cellulose sur le verre, nous avons été amenés a préciser un mode opératoire.

Les plaques sont mises a tremper pendant 24 h dans la potasse alcoolique, puis
aprés un ringage d’environ 2 h a I'eau courante au moyen d’un systéme de siphon,
elles sont soigneusement essuyées au papier filtre en évitant d'y laisser toute trace de
doigts. D’un autre c6té, on prépare un empois.avec 200 mg d’amidon de mais dans
go ml d’eau distillée. On laisse refroidir environ 5 min et on incorpore 15 g de Cellulose
300 MN. Cette suspension devant étre énergiquement agitée, on a constaté que les
résultats les meilleurs étaient obtenus en malaxant avec un mixer pendant 3 fois 30
sec, avec 30 sec d’arrét entre chaque agitation. Cette bouillie est ensuite étalée sur les
plaques de verre au moyen de 'appareil mis au point par STAHL. Cet étaleur est réglé
a 0.5 mm d’épaisseur de telle maniére que, aprés séchage, la couche soit de l'ordre de
0.3 4 0.4 mm, Ces plaques sont préparées le soir et laissées & sécher toute la nuit a la
température du laboratoire.

Probléme de la saturation des cuves

Nos chromatographies devant étre faites dans les cuves parallelépipédiques
commercialisées par Desaga, il a paru bon de faire des essais de migration avec:
(a) un degré de saturation normal; (b) un degré de saturation augmenté par la pré-
sence d’'une feuille de papier Whatman No. 3, imbibée de solvant et appliquée sur
trois des quatre parois de la cuve, d’aprés les conclusions de HONEGGER?2,

Ces expériences ont montré la nécessité a la fois d’une saturation préliminaire de
la cuve et d'une durée de temps d’équilibrage de la plaque avant migration. Nous
avons donc conc¢u le dispositif donné par la Fig. 1. Grace a cet appareillage, nous
opérons ainsi: 120 4 130 ml du solvant employé sont placés au fond de la cuve. On
applique une feuille de papier Whatman No. 3 sur trois de ses faces (une grande et
deux petites) et on laisse le solvant imbiber seul cette feuille. Pendant cette opération,
la cuve est inclinée, soutenue par b et calée par c et d (Fig. 1).

—Cellulose

b o e e —280 + — = =~ —-—s]

le 454
Fig. 1. Supports pour la saturation des cuves. a = Socle en bois; b = appui en polyvinyle; ¢ =
cale de bois mobile; d = bande caoutchouc mousse.

Fig. 2. Vue de profil de la cuve en position de saturation sur son support. Annotations, voir la
Fig. 1.

Puis, la plaque étant préte, on l'introduit dans la cuve de telle maniére que le
bord inférieur ne soit pas atteint par le solvant et que la face recouverte de cellulose
soit en dessous, donc dirigée vers la grande face de la cuve recouverte de papier
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Whatman No. 3 (Fig. 2). On laisse la plaque s’équilibrer pendant une demi-heure en
position inclinée et on démarre la migration en 6tant la cale c et en mettant la cuve en
position verticale. La Fig. 3 montre deux cuves dans les deux positions ainsi décrites.

Fig. 3. Photo des cuves en position de saturation et en position de mlgratlon

Solutions a analysev et migration des spots

Nous avons employé des acides aminés provenant de la firme suisse I'luka Ces

produits sont certifiés chromatographiquement purs par le fournisseur. Ce sont les
acides aminés suivants:

(1) pL-Alanine (8) L-Cystéine, CIH (x5) pL-Ornithine, 2 C1H
(2) B-Alanine (9) Glycocolle (16) pr-Histidine, 2 CIH
(3) pL-Phénylalanine (10) L-Glutamine (x7) pL-Proline
(4) L-Arginine (x1) Acide DL-glutamique (x8) DL-Sérine
(5) nL-Asparagine (x2) pL-Leucine (x0) pL-Tryptophane
(6) Acide pDrL-aspartique (x3) pL-Lysine, CIH (20) pL-Thréonine
(7) Acide y-n-aminobuty- (14) DL-Méthionine (21) DL-Tyrosine
rique (22) pL-Valine

D’autre part, le lysat de coeur étudié nous a été fourni par Riom-Laboratoires,
Riom, Puy-de-Déme, France.

Les solutions étalons de chaque acide aminé sont faites & raison de 100 mg dans
10 ml d’eau contenant 10 % d’alcool isopropylique. Les spots de départ, dans ces
conditions sont de 3 ul, sauf pour: prL-alanine, 10 ul; DL-proline, 8 ul; DL-Tyrosine,
20 ul. .

La solution de lysat de coeur est réalisée dans le méme solvant a raison de 50 mg
pour I ml. Dans ces conditions, le spot.de départ est de 15 ul.
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Sur la plaque, le spot de départ est placé dans un coin, a 2 cm de chaque bord de-
celle-ci. On a, auparavant, enlevé soigneusement une bande de 3 mm de large de cellu-
lose tout autour de la plaque ainsi que sur son épaisseur, de fagon qu’il ne puisse y avoir
aucun contact entre la cellulose et le papier de saturation. La plaque ainsi préparée
est mise & équilibrer et ensuite démarrée comme il a été expliqué précédemment.

La migration totale s’étend sur 16 cm pour les deux dimensions. La premiére
dimension se fait perpendiculairement au sens d’étalement de la cellulose et évidem-
ment la deuxiéme est paralléle & ce sens.

Systémes de solvanis

Nous avons commencé nos essais en reprenant le systéme de solvant préconisé
par BISERTE??, systéme que nous utilisions sur papier depuis de nombreuses années:

rére dimension phase supérieure du mélange de PARTRIDGES¢;

2éme dimension phase inférieure du phénol tamponné de LEvy ET CHUNGSS,
Mais la médiocrité des résultats obtenus a incité & employer, d’abord en essais mono-
dimensionnels, les solvants cités ou essayés par STAHL3S, FAUMY ¢! al.20 et WOLLEN-
WEBER?4,

Finalement les meilleures séparations ont été obtenues avec le systéme signalé
par BUuJARD? et modifié comme suit:

1ére dimension: méthanol-chloroforme-ammoniaque & 25 % (2:2:1);

2éme dimension: méthanol-pyridine—eau (20:1:35).

Révélatenr

Longtemps fidéles au révélateur ninhydrine & 1 % dans ’acétone tamponnée?s,
nous avons ensuite préféré le réactif de STARON, qui est plus sélectif et plus sensible:
Solution I: méthylcyclohexanol-acétone (3:7, en volume)
Solution II: collidine-lutidine (x:3, en volume)
Révélateur lui-méme: ninhydrine, 2 g; solution II, 2 ml; solution I, q.s.p. 100 ml.

La réaction peut se faire, soit & température ambiante, mais elle demande 12 a
15 h, soit & 65—70° et ne requiert alors que 15 4 20 min. Dans les deux cas, les couleurs
peuvent étre rapidement avivées par pulvérisation légére d’eau distillée.

Résultats

La séparation de tous les acides aminés envisagés est bonne comme le prouvent
les Fig. 4 et 5. La Fig. 4 montre la séparation de tous les acides aminéds que nous
possédions, la Fig. 5 la séparation des acides aminés contenus dans le lysat de coeur.

I1 faut quand méme remarquer que cette méthode ne sépare pas la leucine de
I'isoleucine et donne des migrations semblables pour la tyrosine et ’alanine. Le pre-
mier de ces acides aminés est plus gris que le second tout au début de la révélation, ce
qui permet de reconnaitre sa présence. Cette méthode, une fois mise au point, nous a
permis d’aborder la deuxiéme partie de ce travail, c’est-a-dire le dosage de certains
acides aminés dans un mélange synthétique complexe et dans le lysat de muscle
cardiaque que nous possédions.

DETERMINATION QUANTITATIVE

Depuis l'excellente revue de JuTisz ET DE LA LL0sSA et malgré nos recherches
bibliographiques nous n’avons trouvés, a part la méthode originale de FRODYMA ET
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Fig. 4. Séparation des 22 acides aminés 3 notre disposition.

Fig. 5. Séparation des 18 acides aminés & partir du lysat de coeur.

FRrE®: 40 aucun article relatif au dosage des acides aminés par colorimétrie aprés
élution des taches séparées par chromatographie sur couches minces.

En dépit de quelques essais de révélation différentest?—45 c’est ’emploi de la
ninhydrine qui a prévalu, soit en solution seulets—18, goit avec addition de corps
donnant plus de sensibilité et de stabilité (Réf. 21, 24, 27, 29, 37, 44, 49~58). Des
solutions tamponnées ont permis encore d’'améliorer la sensibilité de détection?ds, 5965,
De plus les problémes de 1’éluant et de la totalité de I’élution se sont posés a4 de nom-
breux auteurs (Réf. 35, 47, 50, 52, 53, 61, 66, 67).

Alors l'étude de ces diverses méthodes, et aussi certaines nécéssités experimen-
tales nous ont conduit 4 mettre au point la technique suivante.

Séparation des acides aminés

Cette séparation se fait, & partir de mélange synthétique, ou a partir de solution
de lysat de coeur, de la maniére exposée précédemment.

Révélation

Nous employons le mélange suivant comme révélateur: ninhydrine, 1,0 g; eau
bi-distillée, 00 ml; tampon collidine-lutidine, 10 gouttes.

Le tampon utilisé ici est le méme que celui décrit dans la premiére partie de ce
travail. Il permet, d’abord une dissolution compléte de la ninhydrine et ensuite
'obtention d'un pH optimum de 7.1—7.2.

Les deux migrations étant faites, la plaque est séchée soigneusement sous
courant d’air chaud (un séche-cheveux du commerce), puis on pulvérise le réactif. On
amorce ensuite la réaction par passage d’'une demi-heure sous le méme courant d’air
chaud donc a une température comprise entre 50 et 60°. A la fin de cette période, les
plaques sont gardées durant 45 h & une température moyenne de 27°, avec une bonne
aération. Ces temps et surtout ces températures ont été déterminés de telle sorte que
la révélation soit optimum, que le complexe coloré ninhydrine-acide aminé ne soit pas
partiellement détruit, et que le fond du chromatogramme ne rosisse pas excessivement.
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Elution des taches
Aprés migration et révélation, on récupére sur la plaque la totalité de la surface
colorée relative A 'acide aminé envisagé, par un grattage méticuleux au moyen d’une
spatule souple. On opére de méme sur une surface équivalente ne contenant pas
d’acides aminés et qui, ainsi, servira de ‘“blanc’. Toute la cellulose recueillie est
reportée quantitativement dans un petit entonnoir 4 verre fritté, de porosité 1, tel
qu’il est décrit par la Fig. 6.
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Fig. 6. Croquis du filtre construit spécialement pour 1'élution.

Fig. 7. Croquis du dispositif spécial permettant la prise de vide.

Puis I’élution est faite en employant deux fois 2 ml du mélange acétone-eau
(3:1). On laisse I'éluant et la cellulose en contact 5 min en agitant au moyen d’'une
petite spatule en inox. On aspire cet éluant, sous vide léger, dans un tube de Pyrex
18 X 180 en intercalant le petit dispositif en verre donné par la Fig. 7.

L’assemblage complet est indiqué par la Fig. 8.

Dosage lui-méme

La solution colorée ainsi obtenue est passée, dans la demi-heure qui suit
I’élution, au spectrophotomeétre Maroc de Jobin et Yvon, 4 la longueur d’onde de 570
my et dans les conditions suivantes: cuve de verre de I cm d’épaisseur; sensibilité,
position 5; résistance de charge, position 4.

La lecture est faite par rapport au ‘“blanc’’ obtenu dans les mémes conditions.

On a pu ainsi établir des courbes d’'étalonnage de quatre acides aminés, les
acides aspartique et glutamique, la lysine et la valine, et ensuite faire le dosage de ces
corps dans le mélange synthétique réalisé par nous, et aussi dans le lysat de coeur mis 3
notre disposition.

Courbes d’étalonnage

Solutions employées

A partir des solutions meéres employées précédemment soit & 100 mg pour
10 ml du mélange isopropanol-H,O, on réalise des dilutions de maniére & avoir une
concentration de 10 pug/ul de solvant.
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Fig. 8. Tiltre et prise de vide en position d’élution sur tube i essai.
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Fig. 9. Disposition des spots de départ pour les acides aspartique et glutamique.
Fig. 1o. Disposition des spots de départ pour la lysine.

Fig. 11. Disposition des spots de départ pour la valine.
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Préparation des plagques

Pour avoir des étalonnages comparables, nous avons opéré de telle maniére que
chaque tache d’acide aminé fasse une migration bi-dimensionnelle dans les mémes
conditions que la solution totale.

Nous avons donc été amenés a adopter la disposition suivante pour les spots
étalons:

Acides aspartique et glutamigue. Nous repérons au crayon les points ot nous
déposerons les quantités d’acide aminé & doser (Fig. g). Ces quantités sont les
suivantes:en a, 1o ug;enb, 15 ug; enc, 20 ug;end, 25 ug; en e, 30 ug. Puis, nous
faisons migrer les deux solvants dans les conditions précédemment indiquées.

Lysine. La méme disposition que précédemment est utilisée, mais les distances
entre les spots de départ sont légérement changées. La migration des solvants se fait
dans le sens indiqué sur la Fig. ro.

Valine. Ici, il existe une petite différence par rapport aux autres cas. En effet, la
valine migrant loin, aussi bien dans un solvant que dans l'autre, il a fallu opérer sur
deux plaques pour avoir quatre points d’étalonnage.

. Nous avons donc employé deux plaques de la fagon indiquée sur la Fig. 11 et les
quantités suivantes ont été déposées:

Iére plaque: point a, 10 pg; point b, 15 pg;

2éme plaque: point a, 20 ug; point b, 25 ug.

Ces deux plaques ont migré simultanément. Elles ont été disposées dos-i-dos dans la
méme cuve.

Résultats de ces étalonnages

On trouvera sur le Tableau I, pour chaque acide aminé envisagé, les densités
optiques moyennes obtenues pour chaque quantité déposée et finalement l'écart
moyen sur les densités optiques ainsi obtenues aprés élution et dosage des taches telles
qu’elles se présentent sur les Fig. 12-15.

Fig. r2, Chromatographie de 1'étalonnage en acide aspartique.

IFig. 13. Chromatographie de I'étalonnage en acide glutamique.
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Fig. 14. Chromatographie de l'étalonnage en lysine.

Fig. 15. Chromatographie de l’étalonnage en valine.
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Fig. 16. Courbes d’étalonnage pour les quatre acides aminés dosés. 1 = Acide glutamique; 2 =
acide aspartique; 3 = lysine; 4 = valine. '

Courbes d’étalonnage. A 1’aide de ces résultats, nous avons pu tracer les courbes
d’étalonnage (Fig. 16), courbes auxquelles nous comparons les résultats obtenus pour
les dosages des acides aminés envisagés, & la fois en solution synthétique et dans le
lysat de coeur etudié.

Résultats expévimentanx

Résultails sur acides aminés en solution complexe

On a fait une solution des quatre acides aminés & doser et on a déposé au point
de départ un spot contenant 20 ug de chacun de ces corps.

J. Chvomatog., 29 (1967) 349361
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TABLEAU III

DENSITLES OPTIQUES OBTENUES POUR LES QUATRE ACIDES AMINES DANS LE CAS DE LYSAT DE COEUR

Valine

Acide aspartique

Acide glutamique

Lysine

Densité Fcart

Densité Fcart

Densité Fceart

Densité Fcart

optigue densité oplique densité optique densité optique densité
oplique oplique oplique optique
0.570 0.037 0.715 0.002 0.735 0.008 0.875 0.018
0.630 0.023 0.695 0.022 0.755 0.012 0.825 0.032
0.630 0.023 0.705 0.012 0.675 0.068 0.815 0.042
0.625 0,018 0.680 0.037 0.795 0.052 0.875 0.018
0.570 0,037 0.745 0.028 0.750 0.007 0.845 0.0I4
0.580 0,027 0.725 0.008 0.680 0.063 0.900 0.040
0.575 0.032 0.720 0,003 0.740 0,003 0.840 0.018
o.600 0.007 0.735 0.018 0.755 0.012 0.895 0.035
0.645 0.038 0.740 0.023 0.785 0.042 0.875 0,018
0.645 0.038 0,710 0.007 0.780 0.037 0.835 0.022
Total 6,070 0.280 7.170 0.163 7.430 0.294 8.575 0.257
Moyenne 0.607 0.028 0.717 ©0.016 0.743  0.029 0.857 0.026
Quantité trouvée
(ng) 23.6 0,005 28.4 0.60 27.1 1.10 28.9 0.90
Quantité pour
100 mg 3.146 0.063 3.796 0.40 3.612 0.70 3.852 0.6

Le Tableau II donne les différentes densités optiques trouvées, ainsi que 1’écart
moyen, la quantité récupérée, 1'écart par rapport ala quantlté déposée et le pour-
centage de cet écart.

Résuliats obtenus sur le lysat de coeur

Ce lysat est mis en solution aqueuse & raison de 50 mg/m], et l’on dépose 15 ul
pour former le spot de départ.
Le Tableau III donne, pour les quatre acides aminés, les densités optiques
obtenues sur dix mesures, la densité optique moyenne, la quantité d’acide aminé dosé
et cette méme quantité ramenée a 100 mg de lysat de coeur.

Conclusions

La méthode que nous venons d’exposer offre des avantages certains:
Sa vilesse d’exécution est remarquable, car, contrairement & ce qui se passe avec

de nombreuses autres méthodes, il ne faut pas une journée compléte pour avoir une
séparation détaillée, bi-dimensionnelle, des acides aminés. Si la partie quantitative de
la méthode nécessite 48 h, c’est un temps nettement inférieur & tous ceux indiqués
pour une méthode semblable faisant intervenir élution des taches et dosage colori-
métrique. Evidemment, si d’autres techniques peuvent étre plus rapides, elles
nécessitent aussi des appareillages plus complexes et plus coliteux3?:40,

La reproductibilité qualitative, en prenant les précautions indiquées dans cet
exposé, est excellente et les séparations des acides aminés sont bonnes. Le cas de
I'alanine et de la tyrosine, non séparables par notre systéme, est évidemment &
relever, mais d’autres couplages de solvants, actuellement a 1’étude, permettront de
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résoudre cette difficulté qui n’était que minime ici, & c6té de la bonne résolution de
tous les autres acides aminés envisagés.

On doit aussi souligner, du fait de la technique de préparation des plaques
employées, la robusitesse des couches de cellulose plus amidon.

Du point de vue quantitatif, on doit remarquer la bonne sensibilité de la méthode,
la facilité de récupération des acides aminés ainsi que leur excellente élution se tra-
duisant par un pourcentage d’écart de récupération inférieur ou au plus égal a 5 %,
inférieur 4 ceux donnés par la chromatographie sur papier.

Ainsi donc, cette technique qui ne se prétend pas parfaite pourra aider les

nombreux chercheurs qui se consacrent au domaine si complexe des acides aminés,
protéines et peptides.
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RESUME

Le présent travail donne tout d’abord une nouvelle séparation chromatogra-
phique sur plaque de cellulose d’acides aminés et dans une deuxiéme partie, développe
une méthode de dosage par colorimétrie de certains de ces acides aminés aprés
séparation et élution des taches par un solvant approprié.

SUMMARY

A new method for the separation of a-amino acids on cellulose thin layers is
described in the first part of this work. In the second part a colorimetric method for
the determination of some of these a-amino acids after elution is developed.
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