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SUMMARY 

The possible ways for  the separation of lysine 14C and histidine 
14C by preparative paper and thin-layer chromatography with the 
published methods, have been critically examined. 

A more satisjying technique, consisting in a chromatography on 
paper Whatman 3 in the following solvent pyridineln.butanol1 
water114 N ammonia (5/3/3/1),  is proposed. 

30 mg of each amino-acid can be separated. 

RBsuM~: 

On a examink de fagon critique les possibilitks de skparation 
de la lysine I4C et de I’histidine I4C par chromatographie prkpara- 
tive sur papier ou sur couches minces, avec les solvants usuels. 

On dkcrit une technique plus satisfaisante que les mkthodes 
antkrieures, qui comporte une chromatographie sur papier What- 
man 3 dans le solvant pyridineln.butanolleau/ammoniaque 14 N 

30 mg de chacun de ces deux amino-acides peuvent gtre skparks. 
(5131311). 

INTRODUCTION 

Si l’identification de la I-lysine et de la I-histidine, par chromatographie sur 
couches minces ou sur papier, a donnt lieu 2I de nombreux travaux, par contre 
leur stparation chromatographique prtparative sur couches minces ou sur 
papier ne semble pas avoir ttC ttudite d’une faGon particulikre. 

Signalons toutefois la separation de la lysine et de l’histidine effectute par 
Krishnamurthy et Swaminathan (’), par chromatographie circulaire sur papier, et 
la skparation obtenue par Stanimir Sibalic et NadaNadej (2) par chromatographie 
horizontale sur papier, au moyen de phknol saturt de tampon phosphate a pH 
6,8 mais il s’agit dans ces cas de trks faibles quantites 2I chromatographier. 
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TABLEAU 1. Valeurs des Rf x 100 fournies par la litterature, 
etablies par chromatographie sur papier ou sur couches minces 

Composition des solvants supports ! de developpement * 

Methanol a 957; 
MCthanol/Pyridine/eau 
(80/4/20) 

Methanol/Pyridine/Ac. 
ac&ique/eau (8/4/ 1/20) 

Methanol/chloroforme/ 
ammoniaque 10 N 
(2/2/1) 

poids) 
Ethanol/eau (63/37) (en 

Ethanol a 95% 
Ethanol/ammoniaque 
20N (77/23) (en poids) 

Ethanol/ammoniaque 
concentree (95/5)  

E t hanol:ac. act3 iq ue 
(95!5) 

Ethanolln. butanol/edu/ 
piptridine (lO/lO/S/2) 

Ethanolln. butanol/eau/ 
dicyclohexylamine 
( 1 O/ 1 0/5/2) 

Ethanol/n.butanol/eau/ 
diethylamine (10/10/5/? 

Ethanolin. butanol/eau/ 
ac. propionique 
( ~ O / ~ O / W )  

Propanol/eau (70/30) 
Propanol/ammoniaque 

20N (67/33) (en poids) 
Propanol/ammoniaque 
2 N  (8/2) 

Propanol/butanone/ eau, 
dicyclohexylamine 
(10/10/5/2) 

Isopropanol/pyridine/ 
eau/ac. acetique (8/8/4/l 

Isopropanol/ammonia- 
que 2 N  (8/2) 

rtbutanol/ac. a&tique/ 
eau (6/2/2) (en poids) 

n.butanol/ac. acttique/ 
aau (4/1/5) (phase 
superieure) 

n.butanol/ac. ac&ique/ 
eau (25/6/25) (phase 
swerieure) 

Whatman I 
DEAE cell. 

DEAE cell. 

Silicagel G 

Silicagel G 

Whatman I 
Silicagel G 

Whatman I 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman I 

Whatman I 

Whatman I 

Silicagel G 
Silicagel G 

DEAE cell. 

Whatman I 

Whatman 4 

DEAE cell. 

Silicagel G 

DEAE cell. 

Whatman 1 

Mode de 
Chroma- 
tographie 

ascendan 
____ 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 
asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 
asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

R f .  100 

I-lys. 

4 
69 

60 

56 

3 

7 
11 

31 

17 

18 

18 

23 

16 

2 
18 

11 

16 

14 

I I  

5 

20 

18 

I -  h ist . 
15 
41 

48 

48 

33 

31 
42 

36 

12 

26 

41 

34 

15 

20 
38 

10 

43 

16 

1 1  

6 

22 

19 

- 
Ref. 

Biblio- 
graph. 

4 
5 

5 

6 

7 

4 
7 

4 

4 

8 

8 

8 

8 

7 
7 

5 

8 

9 

5 

7 

5 

10 
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No des 
solvants 

TABLEAU 1. (suite) 

Composition des solvants 
de dtveloppement * 

I 

20 

8 
8 

27 

48 

24 
13 

25 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

9 

81 

n.butanol/ac. acttique/ 

n. butanol/acttone/eau/ 
eau (12/3/5) 

dicyclohexylamine 
(10/105/2) 

n. butanol/mBthyltthyI- 
cttone/ammoniaque 
17N/eau (5/3/1/1) 

n.butanol/ac. formiquei 
eau (60/5/5) 

n.butano1 saturt d'am- 
moniaque 2 N  

n. butanol/alcool benzyli- 
que (1/1) saturk. d'eau 

n. butanol/ethanol/eau 
(8/2/2) 

n. butanol/butanone/eau 
(1 01 1015) 

n. butanollbutanone/eau/ 

(10/10/5/2) 
cyclohexylamine 

n.butanol/butanone/eau/ 
dicyclohexylamine 
(1 011 o m  

n.butanol/ethanol i 95 % 
HCI 2 N  (8/2/4) 

Butanol sec./butanol tert.1 
mtthyltthylcttone/eau 
(1/1/1/1) 

Butanol sec./ammonia- 
que 1,7N (5/2) 

Butanol tert./ac. 
formique/eau (70/ 1/29) 

Butanol tert./ac. 
formiqueleau (70/15/ 15) 

Alcool amylique tertiaire 
saturt d'eau 

M6thyltthylcBtone/ 
pyridinelac. acttiquel 
eau (70/ 1 5/2/ 1 5 )  

Mtthyltthyl&tone/ac. 
propionique/eau 
(1 5/5/61 

PhBnol/eau (75/25) (en 

PhBnolleau (1012) (en 
poids) 

poids) 

32 

69 

Supports 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 
Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 

DEAE cell. 

Whatman 1 

Schleicher- 
Schiill no 58' 
Schleicher- 
Schiill 
no 589 
Whatman 1 

DEAE cell. 

Whatman 1 

Silicagel G 

Whatman 1 

Mode de 
Chroma- 
tograph. 

asc. 

asc. 

asc. 
asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 

horizon ts 

asc. 

asc. 

Rf X 100 

I-lys. I 1-hist. 

16 I 17 

393 

- 
Ref. 
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11 

8 

12 
11 

13 

14 

15 

4 

8 

8 

8 

4 

5 

I I  

16 

16 

17 

5 

18 

7 

19 



394 E. SALA, H.  MAIER-HUSER ET P. FROMAGEOT 

No des 
solvants 

43 

44 

45 

46 

47 

48 
49 

50 

51 

52 

53 

54 

5 5  

56 

57 
58 

59 
60 
61 

62 

:omposition des solvants 
de developpement * 

PhBnol/eau (8/2) (en 
poids) 

Phenol sature d’eau 
contenant 6,3 % de 
citrate sodique et 3,7% 
de phosphate mono- 
potassique 

Phenol a 98 %/m.cresol/ 
tampon pH 9,3 
( 1  98/165/45) 

traces d’ammoniaque 
Phenolleau (78/22) + 

Acide isobutyriqueleau 

Pyridine/eau (812) 
Pyridineieau (65/35) 
Pyridine/eau (65/35) 

(812) 

Pyridine/ac.acttique/eau 

Pyridine/ac.acktique/eau 

Pyridineln. butanol/eau 
(5/5/2) 

Pyridine/alcool isoamy- 
lique/eau (35/30/30) 

Pyridine/alcool isoamy- 
lique/eau/ ditthylamine 
(1 O/ 1 0/7/0,3) 

(8/2/2) 

(30/10/7) 

(50/35/15) 

Pyridine/n.butanol/eau 

Pyridine/mkthanol/eau/ 
ac.ac6tique (6/6/4/ 1) 
Lutidine/eau (65/35) 
Lutidine/collidine/eau 
( l / l / l )  -I- 1 % de 
dikthylamine 

Collidine/eau (1 25/44) 
y-picolineleau (6/4) 
Acktone/urfe/eau 
(60/0,5/40) (VIP/V) 

Formiate d’ammonium 
0,05 M tamponnt a 
PH 9 

TABLEAU I. (suite) 

Supports 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 52 
tamponne 
a I’EDTA 

Schleicher- 
Schiill 
No 589 

Whatman 1 

DEAE cell. 
Whatman 1 
Whatman 1 

DEAE cell. 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 1 

Whatman 4 

Whatman 1 
Whatman 1 

Whatman 1 
Whatman 1 
Whatman 1 

Whatman 1 
modifie en 
succinyl- 
cellulose. 

Mode de 
Chroma- 
tograph. 

descend. 

asc. 

asc. 

asc. 
asc. 

asc. 

asc. 

descend. 

asc. 

asc. 

asc. 

asc. 
asc. 

Rf x 100 

I-lys. 

46 

39 

12 

78 

12 

16 
13 

(non 
ndique) 

18 

35 

2 

7 

20 

2 

49 

2 
1 1  

14 
14 
25 

53 

1-hist. 

66 

55 

40 

72 

29 

21 
47 
43 

22 

37 

12 

14 

40 

23 

45 

11 
27 

28 
31 
59 

16 

- 
Ref. 

Biblio- 
graph. 

4 

4 

20 

16 

4 

5 
4 

21 

5 

22 

4 

4 

23 

4 

9 

4 
24 

25 
22 
21 

26 

* La composition des solvants est donnee en volumes, sauf indication contraire. 
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Le but de notre Ctude a CtC de rechercher un procCdC permettant de prC- 
parer par chromatographie sur papier la lysine 14C et l’histidine 14C existant 

I’ttat de mtlange dans des proportions variables dans les fractions obtenues 
par sCparation selon Hirs, Moore et Stein (3), d’un hydrolysat de protCines I4C. 

11 nous a paru inttressant, avant d’aborder la description de la partie 
exPCrimentale de notre travail, de rtunir (tableau I) les indications bibliographi- 
ques concernant les Rf de la lysine et de I’histidine, en chromatographie sur 
papier ou sur couches minces. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Au cours de notre Ctude, nous avons utilisC soit les chlorhydrates de l-lysine 
et de I-histidine inactifs, soit les chlorhydrates de ces deux amino-acides marquCs 
au I4C, soit enfin un mClange des chlorhydrates inactifs et des chlorhydrates 
radioactifs, ces derniers servant de (< traceurs )) radioactifs. 

Dans le premier cas, la rCvelation des substances chromatographiees a CtC 
effectuke par pulvCrisation sur le chromatogramme d’une solution Cthanolique 
contenant 1% de ninhydrine et 1% de nitrate de cobalt. Ce rtvtlateur est une 
Itghre modification de celui prCconisC par Przybylska et ses collaborateurs (27), 
pour rendre les taches d’amino-acides ainsi rCvCl6es plus stables a la lumibre. 
Dans les deuxi2me et troisibme cas, une simple autoradiographie effectuee 
sur les chromatogrammes, nous a permis de repCrer les positions des deux 
bases hexoniques. 

Dans la plupart de nos essais, nous avons employ6 les chlorhydrates dissous 
dans l’eau distillie ou dans HC10,Ol N, B la concentration de 10 mg de base par 
ml, ou m&me a la concentration de 100 mg de base dans 5 ml de solution, 
lorsqu’il s’est agi de chromatographier des quantitCs relativement ClevCes de 
ces amino-acides, dans le but de separation prtparative. 

Les chiffres indiqu6s dans les tableaux suivants, relatifs aux poids d’amino- 
acides, sont rapport& aux poids des bases de ces derniers. 

Notre travail a consist6 d’abord a chercher si, parmi les systbmes-solvants 
du tableau I, il s’en trouvait quelques-uns susceptibles de fournir une sCparation 
priparative convenable concernant les deux amino-acides CtudiCs, soit par 
chromatographie sur papier, soit par chromatographie sur couches minces. 

Si nous faisons abstraction de ceux qui contiennent des sels ou d’autres 
substances susceptibles de devenir gcnantes au cours d’une &paration prtpara- 
tive, ou au cours d’une tlution ultirieure des amino-acides soumis a la chroma- 
tographie, nous constatons que I’ensemble des solvants indiquCs dans le tableau 
I peut se diviser en trois groupes : 

1) Le groupe des soluants neutres donne des taches d’identification de la 
I-lysine et de 1-histidine, en gCnCral bien distinctes, tout specialement pour les 
solvants no 1 ,  5, 6,  14, mais on constate avec eux de fortes elongations et trainCes 
de la lysine et de l’histidine, lorsque les quantitCs B chromatographier sont 
superieures A 10 pg par tache. 
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Solvants de chromatographie 

2) Les solrants acicies fournissent des Rf trop voisins pour les deux 
amino-acides etudies. 

Les solvants faiblement acides, tels que ceux a base de phenol, donnent des 
Rf bien distincts par chromatographie stir couches minces ou sur papier, quand 
i I  s’agit de trks faibles quantites de  lysine et d’histidine, mais ne conviennent 
plus a des fins de separations preparatives, par suite de  la formation d’elon- 
gations et de  trainees. 

3) Ce son/ Ies soii~ants hasiqires qui donnent Ics meilleures identifications 

Nos essais effectues sur  ces solvants nous ont amenes A les diviser en deux 
chromatographiqucs pour les deux amino-acides en question. 

categories : 

a )  Les melanges alcooliques alcalins, qui ont tendance a donner, pour la 
lysine et I’histidine, des trainees, en chromatographie sur  papier ou sur couches 
minces. C’est le cas notnmment des solvants n’. 7 et 15, expkrimentes sur What- 
man 3, sur  cellulose M N  300 el sur  Silicagel G.  

Le solvant de cette catdgorie qui nous a foiirnt les meilleurs resultats sur 
Whatman 3 est le n’ 25,  a base de butanol, metIiylCthylcetone, ammoniaque et 
eau, mais I’intervalle de separation preparative des deux bases hexoniques y 
est trop faible. 

h )  Les melanges i base de solvants pyridiniques. 
Le tableau 11 resume les rtsultats les plus carnctdristiques obtenus sur 

Whatman 3 avec des solvants contenant des mCthyl-pyridines par chromato- 
graphie descendante. 

Intervalle de 
stparation 

Rf x 100 
____ 

TABIXAU 11. Stparation dc la I-lysine et de la I-histidine sur Whatman 3 
Quantitts dtpostes sur 4 cm de longueur : 6 mg dc mtlange A parties &ales en lysine et en 

histidine. Chromatographie descendante : 17 h 6 20”. 

, I-lysine I-histidine (mm) 

I I I 
I 

I N ’  58 
Lutidine/coIlidine/eau ( l / l / l )  i i 1-14 1 14,2-25,4 1 0,6 

1 

I I I % de ditthylarnine 

I 

No 59 : 
Coilidine/eau (125/44) I 

I I 

3 ,o 

On constate que les separations sont bonnes, mais les intervalles enlre les 
acides amines sont trop faibles. 
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Rf x 100 

- -  

I I-lysine 1-histidine 

Le tableau IlI mentionne des resultats obtenus avec des solvants contenant 
de la pyridine. 

Intervalle de 
separation 

(mm> 

TABLEAU 111. Separation de la I-lysine et de la I-histidine sur Whatman 3 
QuantitCs deposees sur 4 cm de longueur : 6 mg de melange a parties &ales en lysine et 

en histidine. Chromatographie descendante : 17 h a 20”. 
-_____- 

I I 

Pyridine/alcool is0 amylique/eau/ 
ammoniaque a 25% 30/30/21/2 
Lbgbre modification du solvant 
No 54 

Solvants de chromatograohie i 

1-8,8 9,7-16,l 
I I I 

3.6 

Pyridine/eau/ammoniaque a 25% 20-28,7 30,O-37,5 
66110124 ou 66/24/10 (pratique- 
ment 8/3/1) ou 66/30/4 

On constate, comme dans le tableau IT, que les separations sont bonnes 
mais les intervalles entre les acides amints sont encore trop faibies. 

L’objectif a atteindre etant la separation de la lysine I4C et de l’histidine 
l4C sans contamination mutuelle, il est necessaire que I’interva~le separant Ies 
z6nes correspondant a ces amino-acides, aprks chromatographie, soit plus 
Ctendu. A cet effet, nous avons ett  amends a modifier la composition du dernier 
solvant indiqut dans le tableau ITI, en remplaqant une partie de la pyridine par 
un alcool ou une cttone. 

C’est ainsi que nous avons experimente des solvants tels que : 
- pyridine/mtthylethylcttone/eau/ammoniaque 14 N (5/3/3/1) 
- pyridine/butanol secondaire/eau/ammoniaque 14 N (5/3/3/1) 
- pyridine/n.butanol/eau/ammoniaque 14 N (5/3/3/1). 

Les deux premiers mtlanges ne donnent pas de stparation chromatogra- 
phique sur Whatman 3, pour des quantitts tgales a 3 mg pour chacun des 
deux amino-acides etudies, dtposees sur 4 cm de longueur. 

Par contre, le troisibme systkme-solvant nous adonne une bonne rtsolution 
des mtlanges varies de lysine et d’histidine. 

Le tableau IV resume nos rtsultats. 
On peut ainsi conclure : le solvant PBEA permet de &parer sur  Whatman 3,  

par chromatographie ascendante ou par chromatographie descendante, les deux 
bases hexoniques etudiees. Les intervalles de stparation sont au minimum 
Cgaux 1,s cm pour une longueur de dtveloppement de 38 cm, quels que soient 
les rapports pondtraux respectifs pour I’histidine et la lysine dans le melange a 
stparer (essais 1 a 6). Dans ces conditions, on peut &parer des quantitts de 



398 E. SALA, H. MAIER-HUSER ET P. FROMAGEOT 

&antit& dbpostes en mg* 

I-lysine I-histidine 

TABLEAU IV. Stparation chromatographique sur Whatman 3 
Solvant de developpement (solvant PBEA) : pyridine/n.butanol/eau/ammoniaque 

14N (5/3/3/1). Temperature et durte de dkveloppement : 20°, 17 h. Dtp6t des substances sur 
4 cm de longueur de Whatman 3, pour chaque essai. 

Type de 
chromato- 

graphie 

Rf x 100 pour 

I-lysine I-histidine 

- 
Essai 

no 

2 descendant 
3 
2 longueur du 

2 38 cm 
0,2 

0,05 dtveloppem. 

Spot de 
10 !-% 

3 ascendant 
5 longueur du 

dtveloppem. 
23,5 cm 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

- 
7 
8 

14,5-27,5 33-42 
14,5-29 33-42 
23,7-27,6 35,542 
14,5-27,5 37-39.5 

20-25 33-39,5 
13,5-25 32-38 

22,3 36,8 

1,7-15,3 21,3-39,2 
1-14 19-37 

2 
3 
0,05 
2 
0,2 
2 

Spot de 
l o w  

3 
5 

Intervalle de 
separation 
des bandes 

(mm) 

21 
15 
30 
36 
30 
27 
55 

14 
12 

* Les quantites des deux amino-acides sont exprimtes en mg de bases anhydres. 

I’ordre de 3 mg pour chacun des deux amino-acides dtposts sur une longueur de 
4 cm de Whatman 3, soit pour une feuille entikre des quantitks atteignant pra- 
tiquement 30 mg de chacune des deux bases hexoniques considerkes. 

On signalera que l’emploi de papier Schleicher-Schiill no 23 16 lave B I’acide 
ne conduit pas ii des rtsultats aussi satisfaisants du fait de la plus grande vitesse 
d’kcoulement du solvant PBEA. 

On s’est demand6 s’il est possible d’ameliorer la skparation des zones 
correspondant ii la lysine et l’histidine, en effectuant un deuxi6me develop- 
pement par le mCme solvant PBEA, sur le mCme chromatogramme, ap rb  
stchage pendant 5 B 6 heures B la temperature ambiante, dans un courant d’air. 

Le tableau V donne les rksultats obtenus. 11s sont ii comparer avec ceux 
indiquts dans le tableau IV. 

Cette observation d’une meilleure separation de deux substances, B la suite 
d’un deuxikme dkveloppement effectuC sur le mCme chromatogramme est en 
complet accord avec les remarques faites par des auteurs qui ont employ6 la 
technique du a dkveloppement multiple )) pour la skparation de substances 
prtsentant des Rf trks voisins 

On soulignera le fait que la skparation chromatographique preparative 
de la I-lysine et de la 2-histisine sur Whatman 3 par le solvant PBEA, exige que 
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Rf x 100 
apparents pour 

le melange initial soit simple, notamment exempt de sels et d’un excbs d’acide 
chlorhydrique. Ces dernikes substances, si elles se trouvent en faibles quantites, 
pourront etre facilement CliminCes par une chromatographie prealable sur 
Whatman 3 dans le solvant : n.butanol/acide acetique/eau (4/1/5) en volumes 
(utilisation de la phase superieure). 

Intervalle 
de separation 
des bandes 

TABLEAU V. Separation chromatographique sur Whatman 3 au cours d’un deuxieme 
developpement 

Solvant de developpement (solvant PBEA) : pyridine/n.butanol/eau/ammoniaque 
14N (5/3/3/1). Temperature et duree de dtveloppement : 20” pendant 17 h, aprbs sbchage du 
premier chromatogramme 6 h B 20” dans un courant d’air. 

48,9-55,s 

49,O-55,s 
50,0-55,8 
51,l-53,5 

50,O-53,5 
49,O-54,6 

52,3 

33,9-47,O 

28,3-46,0 

EEEEEz 

Essai 
no 

30 

26 
40 
45 

36 
45 
70 

34 

19 

1 

2 
3 
4 

5 
6 

- 
7 

8 

Quantites deposkes lors 
dela lere chromatographie 
ur 4 cm de longueur de 

Whatman 3 (mg) 

I-lysine 

2 

3 
0,05 
2 

0,02 
2 

Spot de 
10 PLg 

3 

5 

1-histidine 

2 

3 
2 
0,05 

2 
092 

Spot de 
10 pg 

3 

5 

longueur du 
d6veloppem. 

43 cm 

chromatogr. 
descendante 

longueur du 
d6veloppem. 

26,5 cm 
chromatogr. 
ascendante 

I-lysine 

29,l-41,s 

28,O-43,0 
37,2-40,7 
29,l-40,7 

34,9-40,7 
28,O-39,5 

36,O 

5,3-21,l 

3,0-2 1 ,O 

(mm) 

1-histidine 

Dans ces conditions, le melange lysine-histidine se trouve trbs peu dtplacC 
au  cours du dtveloppement, tandis que les sels et I’acide chlorhydrique sont 
entraines par le solvant. 

I1 apparait ainsi que la technique du developpement multiple est d’appli- 
cation gCnCrale. 

Applique en routine a la preparation de I-lysine 14C et de I-histidine I4C, 
l’emploi du solvant PBEA permet I’obtention de ces amino-acides 2 un Ctat de 
purett radiochimique superieur a 99%. 
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Les figures 1 et I1 qui suivent illustrent d’une manikre concrkte les rtsul- 
tats obtenus au cours d’un premier et d’un deuxikme dtveloppements, en 
chromatographie descendante. 

FIG. I. - Solvant de developpement : Pyridine/n.Butanol/eau/Ammoniaque 14 N. 
(50/30/30/10) v/v. 

Wn seul developpement sur Whatman 3 B 22°C pendant 17 heures. 

LHistidine. 
monochlorhydrate 

1.Lysine. 1 o 110pg I10pg 
bichlorhydrate 

Les quantitks indiquees sont rapportees aux poids d’amino-acides exprimes en bases. 
Revelation : Pulvkrisation par le Reactif Ninhydrine-nitrate de cobalt. 

FIG. 11. - Solvant de developpement : Pyridine/n.Butanol/eau/Ammoniaque 14 N. 

Deux developpements successifs sur Whatman 3 a 22 “C pendant 17 heures. 
(50/30/30/10) vlv. 

- 
1.Histidine. 
monochlorhydrate 

Lllysine. 
biphlorhydrate 

- 

Les quantites indiquees sont rapportkes aux poids d’amino-acides exprimes en bases. 
Revelation : Pulvkrisation par le Reactif Ninhydrine-nitrate de cobalt. 
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