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Microchimie et chromatographie sur papier,
application aux cardiotoniques digitaliques

PAR

Louis FAUCONNET et René FAZAN

(Séance du 11 janvier 1956)

1. Introduction.

La chromatographie sur papier (1) permet de séparer, a
partir d’'un mélange en solution qu’on pose en une « tache ini-
tiale » sur le papier chromatographique, des quantités mini-
mes de substances le plus souvent incolores, donc invisibles.
Pour pouvoir constater une telle séparation chromatographi-
que, il est nécessaire de révéler le chromatogramme, c'est-a-
dire de transformer chimiquement les constituants séparés en
cles substances colorées ou fluorescentes. Parmi les nombreux
révélateurs des hétérosides cardiotoniques proposés par divers
auteurs, nous en utilisons surtout deux, dont le constituant
principal est de l'acide trichloracétique (AT), utilisé dans ce
‘but pour la premiére fois par Svenpsen et Jensen (2). Nous
en avons précisé 'emploi. L’un de nos révélateurs est une so-
lution a 25 o d’AT dauns I'éthanol a 95 o, ; 1l est assez stable.
I ’autre est une solution a 25 oo d’AT dans du chloroforme sec
et dépourva d’alcool, a laquelle nous ajoutons au moment
de I'emploi quelques gouttes d’une solution aqueuse concentrée
(’hypochlorite alcalin (extrait de Javel). Notre premier révéla-
teur (AT) agit exclusivement comme un acide fort et concen-
tré; il ne permet de révéler que les cardiotoniques de la sé-
rie B des digitales, caractérisés par la présence, en position 16
de leur molécule, dune fonction alcoolique secondaire li-
bre (B) ou estérifiée (Bc).

Notre deuxieme révélateur (ATO) est a la fois acide et
oxydant; il peut transformer les cardiotoniques digitaliques
en substances dont la fluorescence differe.
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Génines et hétérosides Fluorescence Limite de
des séries sous les rayons UV sensibilité
A orange 0,3 ug
B bleu-blanchatre 0,1 ng
Bce bleu-ciel 0,1 pg (?)
G vert-bleu 0,3 ug

Au cours de recherches destinées a faire connaitre avec pré-
cision le mécanisme de l'action de nos révélateurs, nous avons
inauguré une technique microchimique nouvelle, dont I'em-
ploi peut étre généralisé. '

2. Principe de la technique.

Le plus souvent, lorsqu'on veut recourir a la chromato-
graphie sur papier pour étudier une réaction chimique et con-
naitre les produits qui en résultent, on fait réagir la subs-
tance a étudier avec un ou plusieurs réactifs dans un réci-
pient de verre (ballon, tube ouvert ou scellé) puis on sef-
force de séparer sur papier par chromatographie et d’identi-
fier par comparaison directe le ou les produits de la réaction.
Nous effectuons la réaction directement sur le papier, au
niveau de la tache initiale, et ce méme papier sert ensuile a
séparer les substances nées au cours de la réaction.

3. Exemple : révélation de la série B.

C’est ainsi que nous avons vérifié une hypothese selon la-
quelle 'AT de notre premier révélateur agit sur une subs-
tance de la série B (I) comme le fait un acide fort et con-
centré quelconque, lui arrache a chaud 2 molécules d’eau
et la transforme en 14-15, 16-17-dianhydro-dérivé (II), subs-
tance fluorescente bleu-clair sous les rayons UV.

Sur une feuille de papier chromatographique nous po-
sons deux taches de 1ug de génine B ou gitoxigénine; nous
ajoutons a l'une d’elles quelques wl de solution a 25 0o d’AT
dans l'éthanol; nous mettons la feuille de papier dans une
étuve a 95 0o pendant 3 minutes, puis nous l'observons sous
les rayons UV : la tache qui a recu de 'AT présente une fluo-
rescence bleu-clair, I'autre qui n’en a pas recu reste invisible.
A coté de ces deux taches nous en posons une troisicme de
dianhydrogénine préparée in vitro selon Pesez (3) par action
d’acide phosphorique concentré sur de la génine B en solu-
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tion hydroalcoolique, puis extraite de la solution acide par
du chloroforme. Sous les rayons UV, cette troisieme tache
présente une fluorescence bleu-clair. Aprés chromatographie
par les solvants benzéne-méthanol-eau (2 -2 1), nous cons-
tatons que les taches fluorescentes bleu-clair se sont dépla-
cées de la tache initiale a une nouvelle position au bas du
chromatogramme (Rf = 0,92) et se trouvent au méme ni-
veau, ce qui est une preuve de leur identité chimique. La
génine B non traitée donne wune tache invisible que le révé-
lateur permet d’observer beaucoup plus prés de la tache ini-
tiale (Rf = 0,13). Nous avons ainsi vérifi¢ que le révélateur
a I'AT rend visibles les taches de la série B (I) des cardio-
toniques digitaliques en transformant ces substances en dian-
hydrodérivés (II) fluorescents.

4. Autre exemple : révélation de la série A.

Au haut d’une feuille de papier a chromatographie, nous
posons trois taches de 3 ug de génine A ou digitoxigénine (I11).
Sur l'une de ces taches, nous ajoutons quelques ul de notre
premier révélateur AT (acide sans oxydant). Sur une autre
tache, nous ajoutons une quantité égale de notre deuxiéme
révélateur ATO (acide avec oxydant). La troisiéme tache ne
recoit pas de réactif et sert de 1émoin. Nous mettons la
feuille de papier dans une étuve a 950 pendant 3 minules,
puis nous l'observons sous les rayons UV. Seule la tache trai-
tée par 'ATO présente une belle fluorescence orange. Un oxy-
dant est donc nécessaire pour que la génine A soit transformée
en une substance fluorescente. Procédons a la chromatogra-
phie de ces trois taches par les solvants benzéne 4 méthanol
+eau (24 2--1). Sous la lampe a rayons UV nous consta-
tons que la tache fluorescente orange s’est déplacée en position
Rt = 0,89. Traitons la feuille entiére par du révélateur ATO
a l'aide d’un pulvérisateur, puis chauffons a I'étuve a 950
pendant 3 minutes. De nouvelles taches apparaissent avec une
fluorescence orange sous les rayons UV. La génine A témoin
s’est arrétée en position Rf 0,65. La génine A traitée par I'AT
donne deux taches; 'une, faible, de Rf 0,65, montre que la
génine n’a été que partiellement transformée; l'autre lache,
plus forte, de Rf 0,93, correspond au produit de la réaction.
La génine A traitée par I'’ATO montre la tache de Rf = 0,89,
déja mentionnée, et une nouvelle tache plus faible de Rf = 0,93,
qui représente un produit intermédiaire de la transformation
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de la génine A en substance a fluorescence orange; ce pro-
duit est le méme que celui qui résulte de l'action de I'AT
sur la génine A.

Une étude bibliographique nous a fait prévoir que les ta-
ches de Rf = 0,93 correspondent a la p-anhydrogénine A (1V)
préparée et décrite par S. Swmrru (4). Pour le vérifier, nous
avons prépar¢ cette substance in wvitro selon S. SmitH el en
avons fait la chromatographie sur papier en méme temps que
celle de la génine A traitée par I'AT. Le parallélisme est
complet lorsque les taches initiales ont ¢été posées l'une i
colé de l'autre; si elles ont été superposées a des doses infé-
rieures 4 1 pg, nous obtenons une tache unique et bien loca-
lisée de Rf = 0,93.

Il restait a établir la structure chimique de la substance
fluorescente orange sous les rayons UV, produit final de la
réaction de I’ATO sur la génine A. Une observation heureuse,
faite alors que nous étudiions un autre sujet, nous a conduils
a une hypothése que nous avons pu vérifier. Dans un chroma-
togramme d’extrait de feuille de laurier-rose, Nerium oleander,
de la famille des Apocynacées, nous avons remarqué que le
révélateur AT sans oxydant fait apparaitre des taches dont
la fluorescence orange est semblable a celle des cardioloni-
ques de la série A des digitales traités par 'ATO & chaud. Les
travaux de Tscuescue et Neumann (5, 6) ont montré que la
feuille de Nerium oleander contient de I'adynéroside, dont
I'aglucone adynérigénine (V) a une constitution chimique ne
différant de celle de la génine A des digitales que par une
double liaison en 8-9; l'adynérigénine est donc la 8-9-déhy-
Arogénine A. Or, nous avons pu préparer de l'adynérigénine
et constater que traitée par I’AT sur la tache initiale, cette
substance devient fluorescente orange sous les rayons UV, et
aprés chromatographie par les mémes solvants benzéne, mé-
thanol, eau (24 2 -4 1), la substance fluorescente a le méme
Rt = 0,89 que la substance que nous cherchons a identifier.
Par analogie avec ce que nous savons de l’action de I'AT sur
les génines A et B des digitales, nous admettons que I'AT enléve
d chaud une molécule .0 a I'adynérigénine et la transforme
en 14-15-anhydro-adynérigénine (VI). Ainsi la transformation
de la génine A (I11) en 14-15-anhydro-ady nérigénine par I'ATO
a chaud se produit en deux étapes, la premiére due a I'AT
donne l'anhydrogénine A (IV), non fluorescente, de Rf = 0,93.
Puis l'oxydant ATO donne a chaud le dérivé 8—9—déhydrogéné
ou 14-15-anhydro-adynérigénine (VI), & fluorescence orange,
de Rf = 0,89.
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5. Conelusion.

Dans les deux exemples ci-dessus, nous avons réalisé sur
papler au niveau de la tache initiale, des réactions microchi-
miques dont les produits finals et intermédiaires sont étudics
et identifiés au moyen de la chromatographie sur papier. Un
tel procédé peut étre utilisé dans de trés nombreux domaines.
Cette nouvelle technique microchimique présente plusieurs avan-
tages, dont voici quelques-uns.

1. Les substances participant a la réaction peuvent élre
connues exactement avant la réaction : nous pouvons les poser
a I'état pur; s'il s'agit d’un mélange, méme complexe, comme
un extrail de plante nous pouvons en supdrer les constiluants
par une premiére chromatographie, puis sur les taches invi-
sibles du chromatogramme, taches invisibles dont nous repé-
rons la position grace i un chromatogramme paralléle que
nous découpons et révélons, nous faisons agir notre réactif,
avec chauffage a volonté; puis, dans la direction perpendicu-
laire a celle de la premiére chromatographie, nous réalisons
une deuxiéme chromatographie, avec témoin au besoin, comme
dans l'exemple ci-dessus.

2. Plusieurs conditions de la réaction peuvent étre préci-
sées et modifiées a notre gré dans une large mesure : concen-
trations, quantités relatives des corps réagissant les uns avec
les autres, température, durée de la réaction a une tempéra-
ture déterminée; dans d’autres cas, le pH peut étre fixé par
un tampon convenable.

3. L’analyse chromatographique peut permettre de con-
naitre et d’identifier d'un seul coup les divers produits de la
réaction.

4. Elle permet de savoir dans quelle mesure la réaction a
élé quantitative : si une des substances a transformer (dans
notre exemple, la génine A) n’a réagi que partiellement, nous
en retrouvons la tache dans le chromatogramme apreés la réac-
tion; nous pouvons en outre savoir si la réaction est simple et
directe (un produit de départ et un seul produit final, dans
le cas de I'adynérigénine) ou si la réaction est complexe, avec
des produil;s itermédiaires (par e\emple transformation de
la génine A par I'ATO en anhydro-génine A, puis en anhy-
dro-adynérigénine).

5. Les quantités mises en ceuvre peuvent étre minimes, le
plus souvent d'un ordre de grandeur inférieur au mg, par-
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fois de 'ordre du pg, détail important lorsqu’il s’agit d’étudier
des substances trés cotteuses, rares ou nouvelles.

Il convient de rappeler, pour éviter des désillusions a qui
serail tenté de recourir a notre technique, une condition
préalable essentielle : il faut disposer d’une technique chro-
matographique sur papier exactement adaptée au domaine a
explorer (solvants appropriés, révélateur assez sensible). Mais
le développement de la chromatographie sur papier est tel ac-
tuellement que la littérature scientifique s’enrichit chaque se-
maine de publications susceptibles de faciliter la mise au

.

point de la technique spéciale qui est nécessaire.
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