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SEPARATION ET DOSAGE D’ACIDES AMINI% EN CHROMATOGRAPHIE 

SUR COUCHES MINCES 

R. BONnIVENNE ET N. BUSCH 
D@artement Chimie Organique, Centre Eacro$Gen de Recherches Mauvevnay, Riom (France) 
(Rec;u le 13 dcSccmbre 1966) 

Pendant de longues annks, depuis la mise au point par CONSDEN, GORDOX RT 
MARTIN’ de la chromatographie sur papier, cette technique resta la methocle par 
excellence pour la sdparation et la determination des acides amines clans un melange 
quel qu’il soit. 

Malgre les nouvelles possibilites qu’offrait cette methode, les inconvenients 
p&sent&, en particulier sa lenteur d’application, devaient pousser les chercheurs & 
tenter de l’ameliorer. 

Bien que le principe de la chromatographie sur couches minces (C.C.M.) ait et& 
drkrit depuis plus d’un quart de sihcle par ISMWLOV ET SHRAIBER~ il ne fut utilise que 
plus tard et presque exclusivement pour la separation de terpeness, 4. 11 a fallu 
attendre que STAHL standardise ZL la fois les procedes d’application et un appareillage 
pratique et ingfkieux pour que l’on s’en serve courammentG-O. 

Le but de notre travail a 6% d’appliquer la chromatographie en couches minces S 
la separation d’acides amines, puis au dosage decertains d’entre eux en employant, d’une 
part, des solutions synthetiques, et, d’autre part, un extrait de muscle cardiaque animal, 

SlkPARATION QUALLTATLVE 

Depuis Tgsg differentes recherches furcnt accomplies pour s&parer les acides 
amines par la chromatographie sur couches minces. Les techniques employees 
utilisent quantites de solvants et de substrats : Le gel de silice, accompagn5 ou non de 
liant fut souvent employ& pour l’etude de ces skparations et pour la mise au point de 
differentes m&hodes, en particulier celle dite “A front perdu” 1,30-18, L’utilisation de 
l’oxide d’aluminium amena, clans des applications particulieres, des resultats satis- 
faisantsl’-10. Signalons aussi les tentatives fsites sur Kieselguhr, Celite, Sephaclex, 
sulfate de baryum20-23. Concurrement & ces recherches de nombreuses Bquipes 
essay&rent la cellulose: nouveaux systemes de solvants et nouvelles techniques mono- 
ou bi-dimensionelles virent le jour 24-31. Enfin BUJARD en 1964 decrit un nouveau 
couplage de solvant2°,s4,2n. 

11 nous a paru hors de propos de signaler tous les travaux relatifs a la separation 
des derives des acides amines. La methode ici exposee n’est pas d’une grande origi- 
nalite et n’est que l’amelioration de celles ci-dessus citees, mais nous pensons que telle, 
elle pourra rendre des services. 

Nous avons d’abord employ& la Cellulose 300 MN de Macherey et Nagel avec 
les quantites preconisees par le fabricant, mais du fait des difficult& de prise de 
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cette cellulose sur le verre, nous avons 6% amen& k pr&iser un mode opkatoire. 
Les plaques sont mises & tremper pendant 24 h dans la potasse alcoolique, puis 

apres un rinGage d’environ 2 h & l’eau courante au moyen d’un systeme de siphon, 
elles sont soigneusement essuydes au papier filtre en Bvitant d’y laisser toute trace de 
doigts. D’un autre c6t6, on pr6pare un empois .avec 200 mg d’akidon de ma’is dans 
go ml d’eau distillBe. On laisse refroidir environ 5 min et on incorpore 15 g de Cellulose 
300 MN. Cette suspension devant etre Bnergiquement agitke, on a constat que les 
r&ultats les meilleurs Btaient obtenus en malaxant avec un mixer pendant 3 fois 30 
set, avec 30 set d’arr& entre chaque agitation. Cette bouillie est ensuite &al&e sur les 
plaques de verre au moyen de l’appareil mis au point par STAHL. Cet dtaleur est rdg18 
ZL 0.5 mm d’dpaisseur de telle mani&re que, apres skchage, la couche soit de l’ordre de 
0.3 & 0.4 mm. Ces plaques sont prhpardes le soir et laissees h. s6cher toute la nuit & la 
tempckature du laboratoire. 

Probh3me de la salwation des ciwes 
Nos chromatographies devant Qtre faites dans les cuves paralleldpip6diques 

commercialis6es par Desaga, il a paru bon de faire des essais de migration avec: 
(a) un degrB de saturation normal; (b) un degr& de saturation augment6 par la pr& 
sence d’une feuille de papier Whatman No. 3, imbib6e de solvant et appliqu6e sur 
trois des quatre parois de la cuve, d’apr8s les conclusions de HONEGGER~~. 

Ces expckiences ont montrcS la rAzessit& A la fois d’une saturation pr&liminaire de 
la cuve et d’une dunk. de temps d’dquilibrage de la plaque avant migration. Nous 
avons done conCu le dispositif don& par la,Fig. I. Grke & cet appareillage, nous 
op6rons ainsi : 120 & 130 ml du solvant employ6 sont plac& 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 operation, 
la cuve est inclinde, soutenue par b et cal6.e par c et d (Fig. I). 

r--------- 4250 _C -____ _ --A 
;. as_+/ 

Fig. I. Supports pdur la saturation des cuvcs. a = Sock en bois; b = appui en polyvinylc; c = 
tale de bois mobile; cl = bancle caoutchouc mousse. 

Fig. 2. Vue de profil dc la cuvc en position de saturation sur son support. Annotations, voir la 
Fig. I. 

Puis, la plaque &ant p&e, on l’introduit clans la cuve de telle maniere que le 
bord inferieur ne soit pas atteint par le solvant et que la face recouverte de cellulose 
soit en dessous, done dirigde vers la grande face de la cuve recouverte de papier 

J. Clwomzlo~., 29 (1967) 34g-y51 
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ae en 
ve en 
rites. 

Fig. 3, Photo dcs cuvcs en position do saturation et cn position de migrsltion. 

Solutions & annlyser et migration des s$ots I . 

Nous avons employe .des acides aminbs provenant de la firme suisse Flulca. Ces 
produits sent certifies chromatographiquement purs par le fournisseur. Ce sont les 
acides amines suivants: 

DbAlanine (8) 
P-Al anine (9) 
Dbl?henylalanine (10) 
I,-Arginine PI) 
nL-Asparagine (12) 
Acide DL-aspartique (13) 
Acide y-st-aminobuty- (14) 
rique 

L-Cysteine, ClH 
Glycocolle 
L-Glutamine 
Acide Dr.-glutamique 
DL-Leucine 
Dr..-Lysine, ClH 
Ix-Methionine 

(15) Dbornithine, 2 ClH 
(16) m.-Histidine, 2 ClH 
(17) DL-Proline 
(18) DL-Shrine 
(19) DbTryptophane 
(20) DL-Threonine 
(21) lx-Tyrosine 
(22) DL-Valine 

D’autre part, le lysat de coeur Btudie nous a et8 fourni par Riom-Laboratoires, 
Riom, Puy-de-DBme, France. 

Les solutions &talons de chaque acide amine sont faites a raison de IOO mg dans 
IO ml d’eau contenant 10 o/o d’alcool isopropylique. Les spots de depart, dans ces 
conditions sont de 3 ~1, sauf pour: lx.+-alanine, IO ~1; DL-proline, 8 1~1; lx-Tyrosine, 
20 /.J. 

La solution de lysat de coeur est realisee dans le m&me solvant a raison de 50 mg 
pour I ml, Dans ces conditions, le spot.de depart est de .15 ~1. 

J'. Clwotmlog., 29 (1967) 34g-#I 
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Sur la plaque, le spot de d&part est place clans un coin, & 2 cm de chaque bord de- 
c&e-ci. On a, auparavant, enlevd soigneusement une bande de 3 mm de large de cellu- 
lose tout autour de la plaque ainsi que sur son dpaisseur, de fac;on qu’il ne puisse y avoir 
aucun contact entre la cellulose et le papier de saturation. La plaque ainsi p&par&e 
est; mise & Bquilibrer et ensuite d&mar&e comme il a 8t& expliqug prkddemment. 

La migration totale s’6tend sur 16 cm pour les deux dimensions. La premiere 
dimension se fait perpendiculairement au sens d’&alemenl de la cellulose et dvidem- 
ment la deuxiQme est parallele A ce sens. 

Systhws de solvants 
Nous avons commenc& nos essais en reprenant le syst&me de solvant pr&onisd 

par BISERTE~~, syst&me que nous utilisions sur papier depuis de nombreuses ann&: 
x&e dimension phase superieure du m&lange de PARTRIDGE~~; 
z&me dimension phase inferieure du ph&nol tamponnd de LEVY ET CHUNG~~. 

Mais la mddiocrit& des kultats obtenus a incit8 & employer, d’abord en essais mono- 
dimensionnels, les solvants cites ou essay& par STAHL~", I?AHMY et aZ.20 et WOLLEN- 
WEBER24. 

Finalement les meilleures separations ont &td obtenues avec le syst&me signal6 
par BU JARD 20 et modifid comme suit: 

z&e dimension : methanol-chloroforme-ammoniaque & 25 y0 (2 : 2 : I) ; 

28me dimension : m&hanol-pyridine-eau (20 : I : 5). 

Longtemps fid&.les au r&v&lateur ninhydrine & I y0 clans l’ac&one tamponnde3G, 
nous avons ensuite p&f&% le rAactif de STARON~', qui est plus sBlectif et plus sensible: 
Solution I : m&hylcyclohexanol-a&tone (3 : 7, en volume) 
Solution II : collidine-lutidine (I : 3, en volume) 
R&Alateur lui-mGme: ninhydrine, 2 g; solution II, 2 ml; solution I, q,s,p. IOO ml. 

La reaction peut se faire, soit A tempdrature ambiante, mais elle demande 12 & 

15 h, soit & 65-70” et ne requiert alors que 15 & 20 min. Dans les deux cas, les couleurs 
peuvent Btre rapidement avivhes par pulvkisation l&g&e d’eau distillhe. 

R&wdtats 
La separation de tous les acides amin& envisages est bonne comme le prouvent 

les Fig, 4 et 5. La Fig. 4 montre la separation de tous les acides amin& que nous 
possddions, la Fig. 5 la separation des acides amin& contenus dans le lysat: de coeur. 

11 faut quand mGme remarquer que cette m&hode ne &pare pas la leucine de 
l’isoleucine et donne des migrations semblables pour la tyrosine et l’alanine. Le pre- 
mier de ces acides amink est plus gris que le second tout au debut de la rkdlation, ce 
qui permet de reconnajtre sa pr&sence. Cette m&hocle, une fois mise au point, nous a 
permis d’aborder la deuxi6me partie de ce travail, c’est-A-dire le dosage de certains 
acides amin& dans un melange synth&ique complexe 
cardiaque que nous poss&dions. 

DtiTERMINATION QUANTITATIVE 

et dans le ly;at de muscle 

Depuis l’excellente revue de JUTISZ ET DE LA LLOSA~~ et malgrd nos recherches 
bibliographiques nous n’avons trouv&, A. part la m&&ode originale de FRODY&IA ET 

J, Cluomalog., zg (IgG7) 34g-y3r 
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Fig. 4. SOpara-tion dcs 22 acidcs amin& & notrc disposition. 

Fig. 5. Sdparation dcs 18 acidcs amin& B parlir du lysat de coeur. 

FRE$% 40 aucun article relatif au dosage des acides amines par colorimetrie apres 
Ablution des taches separees par chromatographie sur couches minces. 

En d&pit de quelques essais de rcMlation diff&ente+-46 c’est l’emploi de la 
ninhydrine qui a prevalu, soit en solution seule4G-48, soit avec addition de corps 
d.onnant plus de sensibilite et de stabilite (Ref. 21, 24, 27, 29, 37, 44, 49-58). Des 
solutions tampon&es ont permis encore d!ameliorer la sensibilite de detection”“? 50--05, 
De plus les problemes de l’eluant et de la totalite de l’elution se sont poses & de nom- 
breux auteurs (Ref. 35, 47, 50, 52, 53, 61, 66, 67). 

Alors l’etude de ces diverses methodes, et aussi certaines n&c&sit& experimen- 
tales nous ont conduit h mettre au point la technique suivante. 

St$aration des acides aulai&s 
Cette separation se fait, a partir de melange synthetique, ou a partir de solution 

de lysat de coeur, de la maniere exposee precedemment. 

Nous employons le melange suivant comme revelateur: ninhydrine, I,O g; eau 
bi-distill&e, IOO ml; tampon collidine-lutidine, IO gouttes. 

Le tampon utilisci ici est le m&me que celui dkrit dans la premike partie de ce 
travail. 11 permet, d’abord une dissolution complete de la ninhydrine et ensuite 
l’obtention d’un pII oetimum de 7.1-7.2. 

Les deux migrations &ant faites, la plaque est sfkhee soigneusement sous 
courant d’air chaud (un s&&e-cheveux du commerce), puis on pulverise le rdactif. On 
amorce ensuite la reaction par passage d’une demi-heure sous le m@me courant d’air 
chaud done a une temperature comprise entre 50 et 60”. A la fin de cette periode, les 
plaques sont gardees durant 45 h & une temperature moyenne de 27”, avec une bonne 
aeration. Ces temps et surtout ces temperatures ont et& determines de telle sorte que 
la revelation soit optimum, que le complexe color8 ninhydrine-acide amine ne soit pas 
partiellement detruit, et que le fond du chromatogramme ne rosisse pas excessivement. 

J. Chromalog., 29 (rgG7) 349-361 
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hpres migration et revelation, on recupere sur la plaque la fotalite de la surface 
coloree relative & l’acide amine envisage, par un grattage meticuleux au moycn d’une 
spatule souple. On opere de mQme sur une surface Bquivalente ne contenant pas 
d’acides amines et qui, ainsi, servira de “blanc”. Toute la cellulose recueillie est 
reportee quantitativement dans un petit entonnoir A verre fritte, de porosite I, tel 
qu’il est dkrit par la Fig. 6. 

‘72>4 i I 

_T--_-I p- 25mm4 

7dmm 
. . 

50mm 

i- 
-- --- 

15mm 
- 
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35mm --4 5mm 
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Fig. 6 Croquis clu filtrc construit spdcialement pour 1’0lution. 

Fig. 7, Croquis du clispositif spkial permcltant la prise de viclc. 

Puis l’elution est faite en employant deux fois z ml du melange acetone-eau 
(3 : I). On laisse l’eluant et la cellulose en contact 5 min en agitant au moyen d’une 
petite spatule en inox. On aspire cet Bluant, sous vide leger, dans un tube de Pyrex 
18 x 180 en intercalant le petit dispositif en verre don& par la Fig. 7. 

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

La solution color&e ainsi obtenue est pas&e, clans la demi-heure qui suit 
l’elution, au spectrophotometre Maroc de Jobin et Avon, & la longueur d’onde de 570 
rnp et clans les conditions suivantes: cuve de verre de I cm d’epaisseur; sensibilite, 
position 5; resistance de charge, position 4. 

La lecture est faite par rapport au “blanc” obtenu dans les memes conditions. 
On a pu ainsi Qtablir des courbes d’etalonnage d.e quatre acides amines, les 

acides aspartique et glutamique, la lysine et la valine, et ensuite faire le dosage de ces 
corps dans le melange synthetique reali& par nous, et aussi dans le lysat de coeur mis a 
notre disposition’ 

Cowbes d’t?taZortNage 
Sohtiow em$oy&es 
A partir des solutions meres employees precedemment 

IO ml du melange isopropanol-H,O, on realise des dilutions de 
concentration de IO pg/$ de solvant. 

J, Clcronaatog., 29 (1gG7) 349-361 , 

soit a 100 mg pour 
maniere & avoir une 
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Fig. 8. Filtre et prise dc vide en position d’6lution sur tube 3. essai. 

LDimension ac Dimension 

2= Dimension 

I q----- 
le Dimension 

I 

I AT- 

-f 
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4- 
! cp 

Fig. g. Disposition des spots de depart pour Its acides aspartique et glutamique. 

Fig. IO. Disposition des spots de depart pour la lysine. 

Fig. I I. Disposition des spots de depart pour la valine. 

J. Chvomatog., 29 (1967) 34g-3GI 
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Pre’$aratiort des $laqtces 
Pour avoir,dcs Btalonnages comparables, nous avons ophb de telle manihre que 

chaque tache d’acide amin fasse une migration bi-dimensionnelle dans les m&mes 
conditions que la solution totale. 

Nous avons done 8th amen& A adopter la disposition suivante pour les spots 
&talons : 

A tides as$artiqzce et ,alz&awzi~~ce. Nous repkrons au crayon les points oh nous 
dkposerons les qusntith d’acide amine & doser (Fig. 9). Ces quantitds sont les 
suivantes: en a, 10 pg; en b, 15 pg; en c, 20 pg; en d, 25 pg; en e, 30 pg. Puis, nous 
faisons migrer les deux solvants dans les conditions prh5demment indiqu&es. 

Lysiw. La mSme disposition que prh5demment est utilis6e, mais les distances 
entre les spots de d&part sont l&g&rement chang8es. La migration des solvants se fait 
clans le sens indiqu6 sur la Fig. IO. 

T’aline. Ici, il existe une petite cliff&-ence par rapport aux autres cas. En effet, la 
valine migrant loin, aussi bien clans un solvant que clans l’autre, il a fallu opker sur 
cleux plaques pour avoir quatre points d’halonnage. 

Nous avons done employ6 deux plaques de la faGon indiqude sur la Fig. II et les 
@antit& suivantes ont 8t6 dGpos6es: 

r&re plaque: point a, IO pg; point b, 15 I&g; 
zhne plaque: point a, 20 kg; point b, 25 pg. 

Ces deux plaques ont migr8 simultanhent. Elles ont 6td disposdes dos-h-dos dans la 
m&me cuve. 

XkA?ats de ces &alonmages 
On trouvera sur le Tableau I, pour chaque acide amine envisag6, les densites 

optiques moyennes obtenues pour chaque quantitd d6pos&e et finalement l’hart 
moyen sur les densit& optiques ainsi obtenues aprh Ablution et dosage des taches telles 
qu’elles se prckentent sur les Fig. 1245. 

Fig. 12, Chromatographie de l’&alonnagc en aci de aspartique. 

Fig, 13, Chromatographie clc I’btalonnage en acide glutamique. 



StiPARATLON ET DOSAGE D’ACLDES AMIN$S 357 

Fig. 14. Chromtzttogmphic de 1’8talonnagc en lysinc. 

Fig. 15. Chromatographic de I’btalonnage en valinc. 

0.500 

L I 
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I I 

15 
1-19 d ‘aclde a2$n& 
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25 

Fig. 16 Courbes d’dtalonnagc pour lcs quatre acidcs amin& dosds. I = Acido glutamique; 2 = 
wide aspartiquc; 3 = lysine; 4 = valine. 

Cozwbes d’WaZowza,ae. A l’aide de ces r&+ultats, nous avons pu tracer les courbes 
d’&alonnage (Fig. 16), courbes auxquelles nous comparons les r6sultats obtenus pour 
les dosages des acides amin& envisages, ,?. la fois en solution synth&ique et dans le 
lysat de coeur etudi6. 

R&zcZtats SW acides amine% en solution com$Ee,lce 
On a fait une solution des quatre acides amin& A doser et on a dcSpos6 au point 

de d&part un spot contenant 20 I_cg de chacun de ces corps. 

J. Chromatog., 29 (1967) 34g-361 
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TABLEAU III ., . . 

DENSIT& OPTIQUES OBTENUES POUR LES QUATRE ACIDES hMINlk.3 DANS LE CAS DE LYSAT DE COEUR 

A&de aspartique Acide ghtamique Lysine Valise 

Densitb &art Den&B &art Den.&% J..cavt Dens& l?cart 
optique den&c’ optique den&c’ ofitique de?zsitL 

opique ogtique 
opique den&d 

optique o$tique 

0.570 
0.630 
0.630 
o&,25 
0,570 
0.580 
0,575 
0,Goo 
0.645 
0.645 

Total 

Moyennc 

Quantitd trouvde 

bg) 

Qunntit6 pour 

100 mg 

6,070 

0.607 

23-G 

3.146 

0.037 o-715 0.002 0.735 0.008 0.875 
0.023 0.695 0.022 o-755 0.012 0.825 
0.023 0.705 0.012 0.675 0.068 0.815 
0.018 0.G80 0.037 o-795 0.052 0.875 
0.037 0.745 0.028 0.750 0.007 0.845 
0.027 0.725 0.008 o.G80 0.063 o.goo 
0.032 0.720 0.003 0.740 0.003 0.840 
0.007 0.735 0.018 o-755 0.012 0.895 
0.038 0,740 0.023 0.785 0.042 0.875 
0.038 0.710 0.007 0.780 0.037 0.835 

0,280 7.170 0.163 7.430 0.294 8.575 

0.028 0.717 O.OIG 0.743 0.02g 0.857 

o-095 28.4 o.Go 27.1 

0.063 3.796 0.40 3.612 

1.10 28.9 0.90 

0.70 3.852 0.6 

0.018 
0.032 
0.042 
0.018 
0.014 
0.040 
0.018 
o-035 
O.OI9 
0.022 

o-257 

0.026 

Le Tableau II donne les differentes densites optiques trouvees, ainsi que 1’6cart 
moyen, la quantite rckuperee, l’ecart par rapport A la quantite deposee et le pour- 
centage de cet &cart. 

R&m?tats obtews SW Ze lysat de coew 
Ce lysat est mis en solution aqueuse a raison de 50 mg/ml, et l’on depose 15 ,A 

pour former le spot de depart. 
Le Tableau III donne, pour les quatre acides amines, les densites optiques 

obtenues sur dix mesures, la densite optique moyenne, la quantite d’acide amine dose 
et cette m&me quantite ramenee ZL IOO mg de lysat de coeur. 

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

de nombreuses autres m&hodes, il ne faut pas une journee complete pour avoir une 
separation detaillee, bi-dimensionnelle, des acides amines. Si la partie quantitative de 
la methode necessite 45 11, c’est un temps nettement infkieur a tous ceux indiquds 
pour une methode semblable faisant intervenir Ablution des taches et dosage colori- 
mbtrique. Evidemment, si d’autres techniques peuvent. &re plus rapides, elles 
necessitent aussi des appareillages plus complexes et plus coilteux3*@. 

La re$roductibiZitc’ gzcalitallive, en prenant les precautions indiquees dans cet 
expose, est excellente et les separations des acides amines sont bonnes. Le cas de 
l’alanine et de la tyrosine, non .&parables par notre systeme, est Bvidemment ft 

relever, mais d’autres couplages de solvants, actuellement a l’etude, permettront de 
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resoudre cette difficult6 qui n’etait clue minime ici, & cot6 de la bonne resolution de 
tous les autres acides amines envisages. 

On doit aussi souligner, du fait de la technique de preparation des plaques 
employees, la rohstesse des cozcclzes de cellulose plus amidon. 

Dti $oiW de z1sbe q%antitatif, on doit remarquer la bonne sensibilite de la methode, 
la facilite de recuperation des acides amines ainsi que leur excellente elution se tra- 
duisant par un pourcentage d’ecart de recuperation inferieur ou au plus 8gal a 5 %, 
inferieur a ceux donnes par la chromatographie sur papier. 

Ainsi done, cette technique qui ne se pretend pas parfaite pourra aider les 
nombreux chercheurs qui se consacrent au domaine si complexe des acides amines, 
proteines et peptides. 

RenzercienzeWs 
Nous tenons a remercier Monsieur le Professeur DUCRENE-MARULLAZ, Directeur 

Scientifique du C.E.R.M., pour la bienveillante attention qu’il a apportee & ce travail, 
ainsi que Madame CHRISTIANE FREJAT dont l’aide technique nous a et& precieuse. 

RIkUMI? 

Le present travail donne tout d’abord une nouvelle skparation chromatogra- 
phique sur plaque de cellulose d’acides aminks et dans une cleuxieme partie, developpe 
une methode de dosage par colorimetrie de certains de ces acides amines apres 
separation et Ablution des taches par un solvant approprie. 

SUMMARY 

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