Jowrnal of Chromatography, 77 (1953) 239 242

& Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam -~ Printed in The Netherlands
CHROM. 6527

Note

Chromatographie sur papier de complexes métal!icjues de queiques acides
aminés phosphoniques

L remplacement du groupement —COOII d'un acide aminé par le groupernent
~PO3H, conduit aux acides aminés phosphoniques (AAP), dont quelques représen-
tants ont ¢t isolés des organismes vivants!, Siles complexes métalliques des acides
aminés carboxyliques naturels sont bien connus®3, les complexes métalliques de
leurs analogues phosphoniques n'ont donnd licu qu'a un nombre restreint de tra-
vaux: on a décrit récemment les constantes de stabilit¢ de quelques complexes
d’acides am:acs phosphoniques avee divers cations métalliquest2. Le role favorisant
de certains cations métalliques sur la transamination non enzymatique des AAP,
récemment mis en ¢videnee® 1, nous a conduit & P'étude des complexes cuivriques
des AAP.

Les complexes métalliques des acides aminds carboxvliques peuvent étre
facilement mis en ¢vidence par clectrophorése sur papier'» 12, par chromatographie
sur papier’ 15 ou sur couche mince!® 7. La transposition de certaines de ces tech-
niques dans la série phosphonique ne nous a pas permis d’obtenir des séparations
suffisantes de PAAP, de son complexe métallique et du métal lui-méme; cette sépa-
Tit A pu Ctre réadisce en chromatographie sur papier et les résultats obtenus
i hijet de cette note,

Protocole cxpévimental

Les acides aminds phosphioniques proviennent en majeure partie de la firme
Calbiocheni; certains nous ont ¢t¢ procurés par le Professeur IssiLL (Department
of Chemistry, Agricultural and Mechanical College of Texas, Texas, U.S.A)), ou
ont ¢té synthétists dans notre laboratoire.

Les acides aminds sont dissous a la concentration de 1072 .3 dans une solution
aqueuse d'isopropanol & 107, on aoute & ees solutions la moiti¢ de leur volume
d'une solutien 102 M d'un sel métallique (CuCl,, ZnS0, ou MnS0,). Les mélanges
ainsi obtenus sont directement déposés sur Jes chromatogrammes (10 pd).

La chromatographic a ¢t¢ réalisée avee du papier Schleicher et Schiill No. 20.43b,
suloti fa h,\lmiqu\: astendaiite dans dos vuves de dinensions 22 - 22 cine Nous
avons retenu les deux plases solvantes suivantes: () pyridine can (65:33) et (13)
phénol satur¢ d'une soludon de tampon phosphate sodique 3.35-10* W de pH 12
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togrammes sont réaliscs en double exemnplaire. Sur Fun d'eux, les acides amines
sont reveles par unmersion rapide de la feuille dans une solution acétenigie de nin-
hydrine & 0.5",, suivic d'un chautfage & Uéteve & 100 pendant quelques minutes.
Les mdtaux sont mis en cvidence sur le second chromatogramme grice & une solution
méthanolique d'acide rubtacique & oo -, (Cu?r) ou une solution chloroformique i
o.01", de dithizone (Zn*, Mn**).
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Résultats et discussion

Dans la plupart des cas, nous avons observ¢ une migration plus importante
du complexe cuivrique par rapport a celle de I'acide amin¢ libre, ce qui se traduit
par un rapport R = Rrp(AAP-Cu®-) Re(AAP) supdirieur & l'unité (Tableau I);

TABLEAU I

CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER DE DIVEKS ACIDES AMINES PHOSPHONIQUES ET DE LEUR COMPLEXE
CUIVRIQUE

Les chiffres correspondent a la valeur du Kp - 100 ¢t au rapport R = Rp(AAP-Cu®*}/Rp(AADP).
Le R du cuivre non complexé est de 0.88 avee la phase A le métal ne migre pas lorsqu’on emploie
la phase B.

Coniposé Phase soleante 4, /’H ‘\’q I’lxasx whavtl 1, pH7

4P 44 F( W R AAP A4P-Ct R

Acides phosphoniques x-aminés aliphatiques simples

H,N-CH_-POH, 25 41 1.0 8 8 1
(H (H(\H,l POH, 30 50 1.0 16 20 1.0
LH CH, (H(\H» }’f' H, 32 19 1.5 27 51 1.9
LH (Il Cl, }Y NH i PH J, 38 50 1S 37 3} 1.9
(.H CH, (H, Vi, \"H"\"H ‘—]’” sH, 40 Oy 16 42 76 1.9
Ha) U\H - PO, H., 30 52 1.3 2 fry 1.5
((H 1,CH- (HV\}I ) I’() H, 11 3% 13 3N G4 1.7
’]L‘l(}{ (Hf.(“h\}l ! ’HH e ot 1.1 10 71 1.4
CH,-CH, CH(CH,) CHINH,) ‘HH H 67 1t Eh 74 1.5
I*IU—(‘H2 -CH,- (}{[\]l:l ]U_H_ 13 55 1.3 14 14 1
Actdes phosphoiiigues w-aniinds
HON-CH,-CHE, POyH 21 27 1.3 ij 17 1
H,N..C H O, —( H, l'(P J 2h 26 ) 35 33 1
Driazide s meonoaniine
H,O,P CHiNHL, COOl 4 53 iy " 0
HHl"H (ll\H\(tn)H e V2 R O I
H ()31 LH CH, ‘(H(\H o COOH i1 19 1.2 0 O
H,0,P (H«\H,) -CH, -CH, COOH 54 55 i T o
H, Ul CH, (H_ (11(\”_) POgH, 11 40 1.2 o O
Diaminomonoacides
”,.\ CHy-CHUN “2) l’().,]{., 0 o 0 1y 1.6
II...\ CH,-CH,-CHINH,)- PO, 0 O 16 28 1.7
H,N (H -CH, -CH, (Hf\liz, ‘()Ii O O 21 30 2.0
HLN- (H (H2 ('H_ CH, CHINH, IU JH, O o 33 -8 2.3
HLN ¢ NH CH, CH, ('l'_, Ci \11 3 l‘U‘H~ O 7 a8 SN 1.8
NH
H,N O NHCCH-CH - CH, CHENHL: 1o, o O I (5 1.4
)
Acedes phosphanigun s goanions aronidtigi -
o (it -t -
g m iy =y i 54 ' " ey 13
’ /8 B S 15 59 14 23 53 1.4
/‘vﬁ’u;ﬁ - : s e ' 55 6y 1.0
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ce phénomeéne parait li¢ A I’engagement des groupements hydrophiles dans la for-
mation du complexe. Les composés aliphatiques qui ne possédent dans leur molécule
que le groupement x-zminephosphonique se séparent donc aisément de leur com-
plexe cuivrique en utilisant la phase solvante A; la séparation est toutefois moins
bonne pour les analogues phosphoniques de la leucine et de l'isoleucine, composés
dont le comportement chromatographique apparait associ¢ & I'iLiportance de leur
chaine carbonce hydrophobe. La phase solvante B donne des séparations encore
plus ¢évidentes (Fig. 1) & I'exception du nremier terme de la série.
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Fig. 5. Scéparation chromatographique de Yacide amino-r-butylphosphonique ¢t de la norvaline
de Teurs complexes curvriques. Phese solvante B, 1 Révéiation par la ninhyvdrine; I révé-
lation par l'acide rubéanique. 1 = Acide amino-1-butylphosphonique; 2 = acide amino-i-butyl-
phosphonique - CuCly; 3 = norvaline; 4 = norvaline -+ CuCly; 5 = CuCl,.

Pour les deux acides phosphoniques m-aminds ¢tudics, la chromatographie
met en ¢vidence leur complexe cuivrique, malgré leur faible pouvoir complexant®?;
le complexe ne se sépare toutefois de P'acide aminé libre que dans un cas. Les com-
plexes métalliques des diacides aminés peuvent étre s(parés avee la phase solvante A
et non avee la phase B, qui convient au contraire & la caractérisation des complexes
métalliques des diaminomonoacides, ainsi i ceux des dérives eveliques ¢tudics.

Sur les chromatogrammes, les complexes cuivriques apparaissent sous la forme
d’une tache trés legérement colerde en bleu; la révélation & fa ninhydrine conduit
i la formation d'une colotation rose, toutefois le complexe cuivrique de analogue
phosphonique de Pacide aminomalonique se colore en jaune.

Les deux phases solvantes proposées permettent cgalement, dans de nombreux
cas, la séparation des acides amines carboxyliques de leur chélate mdtallique: sur
la Fig. 1, nous avons reproduit les séparations chromatographiques obtenues avec
la norvaline et son analogue phosplionique. La révélation i acide rubcanique montre
que la quantité de métal compléxe apparait plus importante avee le compos( phos-
phonique qu'avee 'ncide amin® carboxylique; ceci a é¢t¢ confirmé par des dosages
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du cuivre au niveau des difiérentes taches par la méthode colorimétrique a la di-
thizone!: cuivre d¢posé sur le chromatogramme (10 ] d'une solution d’acide aminé
10-2 M renfermant CuCl, 1072 3/) — 6.35 ug: cuivre ¢luc¢ au niveau de la tache du
complexe de l'acide amino-1-butviphosphonique — 3.05 pg: cuivre ¢lu¢ au niveau
de la tache du complexe de la norvaline - 0.05 ug.

Neous avons onfin utilis¢ les phases .\ et B pour chromatographier quelques
acides amin(s phosphoniques et leurs complexes avec le zinc et le manganése; la
si-paration a ¢té satisfaisante, comme le montrent les quelques exemples ci-dessous
obtenus avec la phase A:

Ry
Acide aminomdthyiphosphonique 0.25
Acide aminomdthvlphosphionique, complexe 7Zn? 0.00
Acide aminomdcthviphosphonigae, complose Mn® 0.10
Acide amino-1-pentviphosphonique 0.40

Acide amino-1-pentviphosphonique, complexe Zn®*~  0.60
Acide amino-1-pentviphosphonique, complexe Mn?*+ 0.10

VAT 0.91
Mn2- 0.60

La migration plus faible de certains de ces composcs métalliques par rapport
A lacide aming, résultat inverse de ce que nous avons noté avee le cuivre, parait
en rapport avee 1a possibilit¢ de formation de complexes de structures différentes??.
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