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(Regu le i mars 1961) 

La pr6sente revue d'ensemble complete et met  ~ jour un premier article consacr6 
au m~me sujet en 19581. Depuis lors, la microchromatographie sur couches minces a 
connu un important d6veloppement. Rendue plus accessible sur le plan pratique, 
elle a 6t6 adapt&,  avec un succ~s remarquable, ~ l 'analyse des substances hydroso- 
lubles. Son usage se g~n~ralise de plus en plus. 

I. APPAREILLAGE, TECHNIQUE 

(a) Prdparation des couches adsorbantes 

Seules les chromatoplaques pr6par6es ~ l'aide d'~galiseurs produisant des couches 
actives rigoureusement r6guli~res et d'~paisseur constante assurent une reprodtlctibilit6 
satisfaisante des r~sultats. L 'un de ces appareils, construit par STAHL 2, donne des 
couches adsorbantes de o.oi ~t 0. 5 mm d'6paisseur. I1 en existe un mod@le commercial* 
produisant des couches de 0.25 mm ~ part ir  de m~langes fluides d 'adsorbant,  de 
plAtre de Paris et d'eau. Un mode d'emploi d&aill~ lib~re l 'utilisateur de cet appareil 
de toute difficult6 pratique concernant la pr6paration proprement dite des chromato- 
plaques; ce facteur de commodit6 a largement contribu6 ~ la diffusion de la m6thode 
ces deux derni~res ann6es. 

STAHL 2 a mis au point un autre appareil (non commercialis6), 61ectrique, per- 
met tan t  la preparation automatique de 800 ~t 15oo "chromatostr ips" (2.5 × 20 cm) 

par heure avec r~glage variable de l'6paisseur des couches adsorbantes (de o ~ I mm). 
Un 6galiseur plus simple, construit en plexiglas, a 6t6 d&rit  par BARBIER et al. 3 

pour la production de couches adsorbantes r6guli&es de 0.3 mm d'6paisseur environ. 
MACHATA 4 a construit un instrument tout aussi simple, en acier inoxydable, 

donnant un film adsorbant de 0.25 mm environ. 

MOTTIER 5 a utilis~ de son c6t~ un dispositif encore plus simple pour r~partir 

r~guli~rement de l 'alumine pulv&ulente sur des plaques de verre. I1 s'agit 1A toutefois 

d 'une technique sp&iale conduisant /t des couches adsorbantes non adh6rentes et 
non ~t des chromatoplaques au sens habituel du terme. 

* Fabriqu6 par C. Desaga GmbH, Hauptstrasse 60, Heidelberg (Allemagne). Un autre ~galiseur 
est construit par Camag S.A., Muttenz (BL/Suisse). 
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MICROCHROMATOGRAPHIE SUR COUCHES MINCES 3 

A l'exception de l'appareil r6glable de STAHL s, tous ces 6galiseurs donnent des 
couches d'une 6paisseur unique comprise entre o.2 et 0.3 mm, limites adopt6es par la 
quasi-totalit6 des utilisateurs de chromatoplaques. On ne doit cependant pas perdre 
de vue l'int6r~t que pr6sente l'emploi des couches sp6cialement 6paisses (I ram) qui 
autorisent les s6parations semi-pr6paratives et m6ritent particuli~rement bien le 
nom de "colonnes ouvertes" conf~r6 aux chromatoplaques en g6n6ral, n ne semble 
par contre gu~re y avoir d'avantage ~ utiliser des couches adsorbantes extr~mement 
minces (< 0.2 mm) sur lesquelles la reproductibilit6 des valeurs de RE est influenc6e 
par les plus petites irr~gularit6s de l 'adsorbant ~. 

Les chromatoplaques pr~par6es sans l'aide d'6galiseur conduisent t~ des r6sultats 
utilisables si l'on caract6rise les substances chromatographi6es par leurs valeurs de 
RE relatives. Celles-ci restent en effet, dans certaines limites, ind6pendantes des 
variations d'6paisseur des couches. Citons ~ ce propos TSCHESCHE et aL e qui ont 
utilis6 des chromatoplaques prSpar6es simplement tL l'aide d'une spatule. 

(b) Composition des couches adsorbantes 

L'adsorbant le plus g6n~ralement utilis6 sur chromatoplaques est l'acide silicique 
(silicagel). Ses propri6t6s chromatographiques 8 la fois souples et s61ectives et le fait 
qu'il peut 8tre adapt6 aussi bien ~ la s6paration de corps liposolubles (par adsorption) 
qu'A celle de corps hydrosolubles (par partage) justifient cette pr6f6rence. L'oxyde 
d'aluminium, d'un emploi beaucoup plus restreint, parait surtout recommand6 pour 
les s6parations des substances basiques. MOTTIER 5 a cependant obtenu d'int6ressants 
r~sultats avec cet adsorbant dans le cas d'acides amin6s et de colorants. 

I1 existe, dans le commerce, des adsorbants pr6par6s tout sp~cialement pour 
l'emploi sur chromatoplaques*. Ces produits contiennent une certaine quantit6 
(par exemple 5 %) de pl~tre comme agent liant. 

PRYOR ET BRYANT 7 ont prefer6 le magn~sol (silicate hydrat~ de magn6sium) /t 
l'acide silicique dans le cas de la microchromatographie de certaines huiles essentielles. 

Dans le domaine particulier de la chromatographie de partage, TEICHER et al. s 

ont mentionn6 l'usage d'une poudre de cellulose commerciale** sur chromatoplaques. 
Rappelons que la s6rie "G"  des adsorbants de Merck comprend le kieselguhr. 

L'emploi d'autres adsorbants s'imposera certainement A l'avenir, particuli&re- 
ment dans le but  de permettre des s~parations sp6ciales (couches minces t~ base de 
polyamides, de r~sines ~changeuses d'ions, etc.). 

L'agent liant incorpor6 ~ l 'adsorbant est presque toujours le pl~tre, ce qui donne 
des couches actives exclusivement min6rales supportant Faction des r6actifs de 
r6v61ation les plus corrosifs. L'amidon constitue un autre excellent liant, de moins en 
moins utilis6 cependant £ cause de sa nature organique. II conduit pourtant t~ des 
couches adsorbantes r6ellement dures, permettant  des inscriptions au crayon, ce 
qui n'est pas le cas, par exemple, de celles pr6par6es ~ partir du silicagel "G"  (Merck). 

* Silicagel "G", oxyde d'aluminium "G" et kieselguhr "G" fabriqu6s par E. Merck, Darmstadt 
(Allemagne) ; "G" = Gips = pl~.tre. Un oxyde d'aluminium pour chromatographie sur couches 
minces est 6galement fabriqu6 par Fluka S.A., Buch's, St.-Gall. (Suisse). 

** Fabriqu6e par Excorna, Pharm. PrtLparate o.H.G., Mainz (Allemagne), 
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4 E. DEMOLE 

(c) Normalisation des couches adsorbantes 

Les films actifs utilis(~s pour la microchromatographie doivent respecter certains 
crit+res que STAHL 2 s'est attach6 ~ bien d~finir. Cet auteur tient compte de trois 
propri~t6s fondamentales des chromatoplaques pour fixer les normes suivantes, 

auxquelles doivent r@ondre les couches siliciques de 0.25 mm d'~paisseur activ~es tt 
lO5 ° durant  30 minutes. 

I. Pouvoir sdparateur, degrd d'activitd. En d6veloppant avec de l 'hexane le micro- 
chromatogramme d'un mdlange de trois colorants (bleu d'indoph6nol, rouge Soudan 
G, p-dimC~thylaminoazobenz+ne; 2 /zg de chaque), on doit constater que ceux-ci 
restent ~t leur point de d@art  (situ6 ~t 1.5 cm du bord inf6rieur de la plaque, celle-ci 
t rempant  de 0.5 cm dans le solvant). L'essai est terrain6 lorsque le front du solvant 
a atteint  un niveau situs h IO cm au-dessus de la ligne de d@art.  

En r6p~tant le m~me essai en pr6sence de benz&ne, on doit observer une migra- 
tion et une s@aration parfaites des trois colorants. Le degr6 d'activit~ exact de la 
plaque peut ~tre chiffr~ par les valeurs de RE obtenues. 

2. Propridtds capillaires. Le temps rnis par le benz+ne pour couvrir un trajet  ascen- 
dant de IO cm sur la touche adsorbante, dans les conditions normales de la chromato- 
graphie, ne doit pas exc(.der 45 minutes (3o minutes habituellement). 

3. Structure physique, rdsistance mdcanique. L'adsorbant  doit poss(~der un degrd 
granulomdtrique permettant  l 'obtention de couches rdguli+res, d 'apparence lisse, de 
0.25 mm d'@aisseur. Ces couches doivent pouvoir supporter une forte pulvdrisation 
d'acides concentrds suivie d'un chauffage. 

Le silicagel "(;" (Merck) satisfait h ces exigences. I1 est toutefois recommandd de 
placer un t~3moin (par exemple le mdlange des trois colorants citds plus haut) sur 
chaque chromatoplaque utilisde. On obtient alors un maximum de prficision, les 
plaques d'activit6 anormale pouvant 6tre d~Scel(~.es et leurs rdsultats corrigds. Cette 
pratique est d 'autant  plus justifide que l 'obtention d'une reproductibilitd parfaite 
des valeurs de Rv absolues ndcessite de grandes prdcautions exp6rimentales difficiles 

observer pleinement (manipulation des plaques ~ l 'abri total de l 'humiditd atmos- 
ph6rique, utilisation de cures iddalement conditionndes pour ]e d6veloppement, etc.). 
Dans les conditions les meilleures, les valeurs de RE sont constantes h ± 0.05 pr6s. 

L 'un des principaux avantages de la microchromatographie sur couches minces 
est de permettre,  h partir de tr+s peu de produits, l '6tude des conditions les meilleures 

~t adopter (choix du solvant, etc.) pour effectuer des s@arations pr@arat ives sur 
colonnes. Ce passage de l'6chelle micro- / t  l'~chelle macrochromatographique ne 

soul~ve pas de probl+me particulier pour un m6me adsorbant, bien que le pouvoir de 
ddfinition des colonnes s'av~re souvent relativement amoindri par des effets de 
diffusion. 

STAtIL 2 a constatd que les couches adsorbantes pr@ar~es "a partir du silicagel " ( i"  
(Merck) poss~dent un pouvoir adsorbant "correspondant" h celui de l 'oxyde d'alu- 
minium neutre d'activit~ I I / i I I  (Merck) (ddtermination d'aprb.s BROCKMANN I~a" 
SCHODI)EI~U). Une telle correspondance des deux adsorbants ne peut ~tre valable que 
dans un nombre limit6 de cas. STAHL *° a d'ailleurs constatd que les valeurs de RE 
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MICROCHROMATOGRAPHIE SUR COUCHES MINCES 5 

obtenues sur l 'un et l 'autre pouvaient diff6rer, particuli+rement en pr6sence de m61an- 
ges de solvants. Rappelons que l 'adsorption sur acide silicique s'effeetue principale- 
ment par liaisons hydrog+ne entre les groupes silanols et les groupements polaires 
des molecules du solut6 n, alors que l 'oxyde d'aluminium paralt  agir, dans une plus 
large mesure, par d 'autres facteurs 12 (forces de Van der Waals, pouvoir ~changeur 
d'ions, etc.). De cette diversit6 dans les modes d'adsorption, il ressort que la repro- 

duction ~t l '&helle pr@arat ive des s@arations obtenues sur chromatoplaques ne peut 
parfaitement s'effectuer que sur des colonnes de mSme adsorbant. 

La forme des "chromatostr ips" exerce une eertaine influence sur les valeurs de 
RE, ainsi qu'il r~sulte d 'une ~tude de FURUKAWA 13. L'int~r~t de ce ph~nom~ne, qui 
ne semble pas avoir d'incidence pratique, paralt  toutefois assez secondaire. 

(d) Choix du solvant de ddveloppement 

La r~gle, en microchromatographie d'adsorption, est d'accorder la polarit6 du solvant 
celle du m6lange ~ s@arer. On s'adressera done 5 la s~rie dite "61uotrope" pour 

effectuer un premier choix. Une ddtermination plus precise du meilleur solvant peut 
ensuite ~tre faite par la microteehnique circulaire de STAHL2: on ddpose, h quelques 

eentim+tres d'intervalle sur une couche adsorbante, plusieurs gouttes d'une solution 
du m6lange h chromatographier. Apr+s 6vaporation du solvant, on d@ose au centre 
de chacune des taehes un fin capillaire rempli d 'un des solvants "it examiner. Chaque 
tache subit un d6veloppement radial trbs rapide et l 'examen de la plus ou moins 
grande nettet6 de s@aration des composants du mdlange, distribu6s sous forme de 
cereles concentriques, permet d'effectuer un choix. 0n  utilise autant  de capillaires 
qu'il y a de solvants/ t  tester. 

Cette microtechnique peut 6galement servir ~t choisir le syst~me de solvants eonve- 

nant aux microchromatographies de partage. On utilise souvent, dans ce dernier eas, les 

solvants mis au point pour des sdparations analogues en ehromatographie sur papier. 

(e) Ddveloppement et rdvdation des microchromatogramrnes 

On utilise la technique ascendante. La tendance des taches 5~ la diffusion est inverse- 
ment proportionnelle ~ la vitesse du ddveloppement et celle-ci, tr~s rapide initialement, 
diminue fortement apr~s un parcours d'environ I0 cm. Aussi la plupart  des auteurs 
utilisent-ils des distances de d(~veloppement comprises entre I0 et 20 cm, parcourues 
en 20 ~t 120 minutes suivant la viscosit6 du solvant. 

L'emploi de la technique descendante, envisag6 par NIEDERWIESER El" PATAK114, 

peut 6ventuellement eontribuer ~t augmenter les distances de d6veloppement utili- 

sables. Un effet plus piononed dans ce sens pourrait ~tre rdalis6 par la raise au point 
d'une rndthode centrifuge analogue ~t celle utilisde en chromatographie sur papier 's. 

11 est recommand6 de faciliter la saturation de l 'atmosph~re des cures de ddve- 

loppement, par exemple en recouvrant partiellement leurs parois intdrieures de 
papier-filtre t rempant  dans le solvant. On amdliore ainsi la reproductibilit6 des 
valeurs de RF, supprime l '"effet de bord ''1°,25 (augmentation anormale des valeurs de 
RE dans les zones marginales des plaques), et augmente la rapidit6 du ddveloppelnent. 
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6 E. DEMOLE 

Nous mentionnerons dans les chapitres 2 et 3, sous chaque rubrique sp~cialis~e, 
les diff6rentes techniques permettant  la r6v6lation des microchromatogrammes des 
substances ineolores. 

([) Conservation, raise en archives des microchromatogrammes 

La m6thode la plus precise et la plus pratique consiste ~ photographier les microchro- 
matogrammes en lumi~re transmise puis ~t les classer sous forme de diapositives 
couleur 24 × 36. 

La photographie en noir et blanc convient aussi, sp~cialement en lumi~res 
transmise et r6fl6chie combin6es 2, de m6me que les autres proc6dSs d'usage courant 
en chromatographie sur papier (photocopie, dessin, etc.). 

On peut enfin "fixer" les plaques dans la paraffine 5 et les conserver ainsi. 

2. S]~PARATIONS PAR ADSORPTION 

(Substances liposolubles) 

I1 est de r~gle d'utiliser, pour la s6paration des corps liposolubles, des chromato- 
plaques fortement activ~es par un chauffage ~ lOO-14 o° durant 3o X 12o minutes. 
Les manipulations s'effeetuent autant que possible ~ l'abri de l'humidit6 atmosph6rique. 

(a) Mono-, di-, tri- et tdtraterpdno~des 

Dans la classe des terp~nes monocycliques, une int6ressante 6tude a 6t6 faite par 
PETROWITZ 16 sur la s6paration des menthols. Les ~pim~res dont l 'hydroxyle est 
~quatorial (menthol, isomenthol) sont les plus fortement retenus par l'acide silicique. 
La configuration du groupe m6thyle n'exerce de son c6t6 que peu d'effet, d'oh l'im- 
possibilit6 de s~parer le menthol de l'isomenthol ou le n60menthol du n60isomenthol. 
Ces r~sultats montrent que l'adsorption sur t'acide silicique s'effectue par la fonction 
hydroxyle, les valeurs de RF refl6tant le degr6 d'empSchement st6rique de celle-ci. 
On peut rappeler ici que les 6pim&res axiaux des st6roides hydroxyl6s sont g6n6rale- 
ment aussi les moins adsorb~s 17 lorsque le processus chromatographique implique 
la participation de liaisons hydrog~ne (chromatographie sur papier). 

Le Tableau I r6sume le comportement des menthols sur chromatoplaque. 

T A B L E A U  I 

CHROMATOGRAPHIE DES MENTHOLS SUR COUCHE SILICIQUE 
D'APR~S PETROWITZ 16 

VaZeurs de R F ( x zoo) 

A B C D 

Menthol  16 36 67 90 
I somen tho l  17 37 62 91 
N6omentho l  28 51 73 85 
N~oisomenthol  29 55 76 80 

So tvan t s :  A ~ benz~ne;  B = benzbne -m6 thano l  (95 :5 ) ; ' ( :  = benz~ne -m6thano l  (75:25) ; D =. 
m6 thano l ;  t r a j e t  de d6ve loppe m e n t :  IO- i2  cm (5 ° min) ;  r6v61ation: pa r  F a c t i o n  de 
SbC15 ~ 20 % dans  CC14. 
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MICROCHROMATOGRAPHIE  SUR COUCHES MINCES 7 

L'inversion remarquable des valeurs de RF en pr6sence du m6thanol sugg~re que 
celui-ci s'associe avec les menthols, particuli~rement avec les 6pim~res ~quatoriaux, 
les "complexes" ainsi form6s devant avoir une adsorbabilit~ relativement diminu~e. 
On Peut par exemple 6crire: 

/ t  
I 1 

2 CHsOH 

I 1 X CH ~ / \ 0 " "  ~ 0  ~ 3 

H - . . o / H  

CH 3 

Une application de la microchromatographie sur couches minces dans le domaine 
synth6tique a 6t6 mentionn6e par MARBET ET SAUCY TM. Ces auteurs parviennent, 
grace ~ cette m6thode, ~t mettre en 6vidence l'existence d'un c6tal ac6tyl6nique 
particuli&rement instable, interm6diaire dans une synth~se de la pseudo-ionone. 

Dans le domaine des diterp6noides, DEMOLE ET LEDERER 19,1 ont d6crit la s~paration 
du phytol, de l'isophytol, du g6ranyl-linalol et de l'ac6tate de phytyle naturels sur 
acide silicique. Le d6veloppement s'effectue avec le m61ange hexane-ac6tate d'6thyle 
(85:15, v/v) e t  la r6v61ation par Faction d'une solution aqueuse de permanganate 
de potassium ~ 0.25% (taches brunes sur fond blanc). On constate l'ordre suivant des 
valeurs de RF: 

ac6tate de phytyle > isophytol > g4ranyl-linalol > phytol 

Cette s6quence suggbre que l'adsorption s'effectue principalement par les groupes 
hydroxyles et secondairement par les doubles liaisons. 

Dans la classe des triterp6noides, THOMAS ET M/dLLER 2° ont contr616 sur chromato- 
plaques siliciques le degr6 de puret6 des esters m6thyliques des acides triterp6niques 
de Commiphora glandulosa Schinz. L'61uant est un m61ange de chloroforme et d'ac6tate 
d'6thyle (4:I) et le r6v~lateur l'acide sulfurique concentr6. 

TSCHESCHE ET SEN GUPTA 21 OIit 6galement utilis6 les chromatoplaques pour exa- 
miner la puret6 des esters de deux nouveaux acides triterp6niques de la s6rie de la fl- 
amyrine pr6sents dans Bredemeyera floribunda Willd. Les r6sultats obtenus, favorables, 
ont incit6 TSCHESCHE et al. ~2 ~ 6tudier de plus pros les possibilit6s d'emploi des chroma- 
toplaques siliciques pour l'analyse rapide des triterp6noides. Le comportement de 
23 acides triterp6niques et de 16 triterp6noides neutres (esters, alcools, hydrocar- 
bures) dans 9 systbmes de solvants d6montre clairement que la m6thode permet 
d'int~ressantes s6parations dans ces s6ries. TSCHESCHE et al. ~2 soulignent parti- 
culi~rement les avantages suivants des chromatoplaques: 

(I) Le temps n6cessaire pour effecfiaer une s6paration est de 20 ~ 3o minutes. 
(2) La m6thode convient ~ la s6paration des triterp6noides neutres et acides, 

alors que la chromatographie sur papier n'est habituellement satisfaisante que pour 
les seconds. 
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8 E. DEMOLE 

(3) La r6v61ation des triterp6noides s'effectue avec une extreme sensibilit6 
(0.02 #g pour l'acide ol6anolique) par l'acide chlorosulfonique 6. 

(4) Les chromatoplaques peuvent 8tre utilis6es pour l'analyse des m61anges tr~s 
complexes aussi bien que pour des tests de puret~ ou l'examen rapide du r6sultat dc 
r6actions chimiques. 

Les s6parations d~crites par TSCHESCHE et al. 22 ont ~t6 obtenues sur couches de 
silicagel "G" (Merck) en pr6sence, notamment, de benz~ne, cyclohexane, chlorure 
de m6thyl~ne (pour les triterp6noides neutres) et des m61anges 6ther di-isopropylique- 
ac6tone (5:2), acetate d'6thyle-m~thanol-di6thylamine (14:4:3) , etc. (pour les 
triterp6noides acides). Parmi les substances chromatographi~es nous trouvons les 
acides ol6anolique, ursolique, b6tulique, leurs esters, le lanost~rol, la/5-amyrine, etc. 
La reproductibilit6 des valeurs de RE est satisfaisante si l'on effectue chaque micro- 
chromatogramme en pr6sence d'une substance standard (par exemple l'acide ol6ano- 
lique) permettant la correction des chiffres obtenus. 

Le seul insucc~s rencontr~ par TSCHESCHE et al. ~ concerne les acides ol~anolique, 
ursolique et b6tulique qui poss~dent les mSmes valeurs de RE et doivent ~tre s6par6s 
au moyen d'une technique compl6mentaire sp6ciale utilisant un papier 6changeur 
d'anions (Schleicher & Schtill). 

La s6paration de quelques carot6noides sur chromatoplaques siliciques en pr6- 
sence du m61ange hexane-~ther di6thylique (3:7, v/v) a 6t6 d~crite par DEMOLE 1. 
Valeurs de RF:/5-carotene 0.96; canthaxanthine 0.38 ; z6axanthine o. 17 ; isoz6axanthine 
0.63; bixine 0.51. 

ISLER et al. ~ ont d'autre part d~crit le comportemcnt de/5-apocarot6nals (C~-C~0) 
et/5-apocarotSnoates de m6thyle (C~7-C,o) sur un adsorbant sp6cial (m61ange Ca(OH) 2- 
silicagel "'G" (Merck), 6 :I). 

STAHL 10,24 a 5galement mentionn6 l'usage de chromatoplaques pour la s6paration 
de carot~noides. 

(b) St&o'ides 

La microchromatographie d'acides biliaires et d'autres st6ro~des a 6t6 mentionn6e 
par STAHL 24,25 avec peu de d6tails exp6rimentaux. 

BARBIER et al. 3 ont utilis~ les chromatoplaques siliciques pour l'analyse de st~- 
roides peu polaires et obtenu des s6parations qui n'avaient pu ~tre r6ussies sur papier. 
Leur technique, classique, utilise le silicagel "G"  (Merck) et des m61anges d'ac~tate 
d'6thyle et de cyclohexane en proportions variables comme solvants. Apr~s deux 
heures de d6veloppement (parcours du front du solvant de 175 mm environ), les 
chromatogrammes sont r~v~16s par SbC13 en solution chloroformique, par l'acide 
phosphomolybdique ou, dans le cas des c6tones st6roides, par une solution acide de 
2,4-dinitroph6nylhydrazine. BARBIER et al. 8 donnent les valeurs de RF de 22 st~roides 
peu polaires (il s'agit principalement de c6tones, esters, alcools et ~poxydes 3/5- et 
3x-ac~toxyl~s). Comme pour les triterp6noides vus pr6c~demment, les s6parations 
doivent 6tre effectu~es en pr6sence d'un t6moin permettant la correction des valeurs 
de RF. Les chiffres obtenus sont constants de ~: o.05 k :t: o.I pros suivant les cas. 
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MICROCHROMATOGRAPHIE  SUR COUCHES MINCES 9 

Dans le cas des st6roides polaires (comme pour les substances polaires en g6n6ral) 
on obtient de meilleurs r6sultats en utilisant des chromatoplaques partiellement 
dCsactiv~es par un s6jour ~ l'air libre. On se rapproche ainsi des conditions d'une 
chromatographie de partage, l'eau adsorb~e fonctionnant comme phase stationnaire. 
BARBIER et al. 3 ont appliqu~ ce principe ~ la s(~paration des acides cholique (RE = 
0.32) et d~soxycholique (RE -~ 0.62) en presence d'ac6tate d'Sthyle. 

On peut identifier certains st6roides en observant, sous lumi~re ordinaire ou 
ultra-violette, le nuancement plus ou moins sp~cifique de la rSaction color~e produite 
par le SbC13. Ceci permet aussi la diff~renciation de st6roides qui poss~dent des 

valeurs de RF presque identiques. 
VAN DAM et al. ~ ont mis au point la s~paration du cholestSrol, d'esters de choles- 

t6rol, de cholest&nediols et de quelques 3/%ac~toxy-c6tones st(~roides. Leur technique 
permet d'examiner rapidement et commodSment les produits complexes r6sultant de 
la d6gradation oxydative de la chaine lat6rale du cholest6rol. En 9 ° minutes, certains 
m61anges ont 6t6 fractionn6s en plus de 20 composants, dont plusieurs identifi~s 
avec certitude. Les chromatoplaques sont ~ base de silicagel, le d6veloppement 6rant 
assur6 par des m61anges de benzSne, toluene, cyclohexane et ac6tate d'6thyle. Apr~s 
un parcours du front du solvant d'environ 18 cm (4 ° ~ IOO minutes), les st6ro~des 
sont rSv~16s par SbC13 (taches de couleurs vari6es). Les valeurs de RE de 17 d'entre 
eux ont ~t6 d6termin6es dans 13 solvants. 

Le comportement de 13 card6nolides et d6riv6s sur chromatoplaques siliciques a 
6t6 d6crit par TSCHESCHE et al. 6. Apr~s IO ~. 30 minutes de d6veloppement (dans 
l'ac6tate d'6thyle ou l'ac6tate de butyle), les plaques subissent une rSv61ation a u  
moyen du m61ange acide ac6tique-acide chlorosulfonique (2:1). Cette r6action, 
particuli~rement sensible, donne des taches vertes ~ fluorescence brun-violet dans 

l'ultra-violet. 
TSCHESCHE ET SNATZKE 27 ont encore utilis~ les chromatoplaques pour s~parer 

13 autres st~roi'des (cholesterol, fl-sitost~rol, 5~-pr~gnanedione-3,2o, zl 4-pr~gn~netrione- 
3,6,20, etc.). Le d6veloppement s'effectue avec des solvants moins polaires que dans 
le cas des card6nolides (6ther di-isopropylique, m61ange ~ther di-isopropylique- 
ac6tate d'6thyle (5:2), benzSne). Les auteurs soulignent une nouvelle fois la remar- 
quable sensibilit6 de la r6v~lation par l'acide chlorosulfonique 6 qui leur permet de 
d~celer jusqu'A 0.025/~g de cholestdrol sur un microchromatogramme d(~velopp6 (en 
s6rie triterpSnique, le seuil de sensibilit6 est de 0.02/~g pour l'acide ol6anolique). 

Pour ,terminer, mentionnons encore un travail de I~ARBIER ET ZAV'YALOV 28 

concernant la s6paration des stg~ro~des oestrog~nes sur chromatoplaques. 

(c) Hui les  essentidles,  peroxydes 

STAHL 2,2a a examin6 certaines huiles essentielles sur chromatoplaques siliciques avec, 
g6n6ralement, le benz~ne comme solvant. Pour r~v¢ler les microchromato~ammes, 
il recourt ~ Faction de SbCla ou mieux de SbC1 s (r6actif universel pour les terp~nes), 
au test brome-fluorescSine 3° (pour les substances insatur6es) et h l'effet de masquage 
de fluorescence a° (pour les substances absorbant suffisamment dans l'ultra-violet). 
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Dans le cas des huiles essentielles contenant des peroxydes, ceux-ci peuvent 6tre 
d6tect6s au moyen de tests au sulfocyanure ferrique ou ~ l'iodure de potassium31, 32. 

WINKLER ET LUNAU 3a ont diff6renci6 sur chromatoplaque les huiles essentielles 
de Curcuma xanthorrhiza et Curcuma longa. 

PRYOR ET BRYANT 7 ont 6tudi6 la composition d'huiles essentielles d'esp+ces 
hybrides d'Eucalyptus au moyen de la chromatographie radiale sur magn6sol (silicate 
hydrat~ de magn6sium ; l'acide silicique donnerait de moins bons r6sultats dans ce cas 
particulier). Apr~s d6veloppement (30 minutes) avec le syst~me hexane-ac6tate 
d'6thyle (85:15, v/v), les chromatogrammes circulaires sont r6v~16s par l'acide 
sulfurique concentr6 ou examines en lumi+re ultra-violette. A l'exception du p-cym6ne 
et des pin+nes, la plupart des composants des essences d'Eucalyptus donnent des 
r6actions caract6ristiques avec l'acide sulfurique. 

On doit ~ STAHL ET TRENNHEUSER 34 une d~monstration de l'int~r~t que peut 
pr6senter, notamment pour l'6tude d'huiles essentielles, l'utilisation combin~e de la 
chromatographie gaz-liquide et de la microchromatographie sur couches minces. 

FRYDMAN et al. 35 ont 6galement utilis6 les chromatoplaques pour l 'examen direct 
et syst6matique d'huiles essentielles. 

(d) Pyrdthrines, coumarines, mono- et polyphdnols, quinones 

STAHL a6 a mis ~t contribution les avantages de la microchromatographie sur couches 
minces pour 6tudier le r6arrangement des pyr6thrines en lumi-pyr6thrines inactives 
sous l'effet de la lumi+re. Sa technique, dite "s6paration-r6action-s6paration", est 
inspir6e des tests microchimiques sur "chromatostrips" d6crits par MILLER ET 
KIRCHNER 37. Elle consiste ~ soumettre un microchromatogramme unidimensionnel 
l'action de certains r6actifs (gaz, rayonnements), puis Ale d6velopper dans la seconde 
dimension afin de mettre en 6vidence les nouveaux produits 6ventuellement form6s. 

BERNHARD ~ a d6tect6 au moyen de "chromatostrips" la pr6sence, dans le jus de 
citron, de huit analogues fluorescents de la coumarine et propos5 une identit6 (bas~e 
sur les valeurs de Re et les spectres d'absorption ultra-violette) pour cinq d'entre 
e u x .  

La m6me technique a permis ~t LYMAN et al. a9 d'6tudier la m6thylation s6quentieUe 
de l'acide/3-r~sorcylique. L'examen du produit en cours de m6thylation, sur "chroma- 
tostrips" fluorescents, permet de suivre et d'interrompre judicieusement la r6action 
afin d'obtenir le d6riv6 d6sir6. La m6thylation de l'acide /~-r6sorcylique en milieu 
alcalin livre d'abord l'ester correspondant, ensuite le d6riv6 m~thyl6 en 4 puis dim6- 
thyl6 en 2, 4. Dans cette s~rie, le solvant utilis6 est un m61ange 6ther di6thylique- 
skellysolve B* (7:3). LYMAN et al. ~ ont donn6 les valeurs de RF de 26 mono- et poly- 
ph6nols d6termin6es dans trois syst+mes de solvants et indiqu6 les couleurs de fluores: 
cence de ces substances & 254 m#. 

STAHL I0 a ~galement mentionn~ la microchromatographie de quelques ph6nols et 
d~riv6s (eug~nol, pyrocat6chine et ~thers correspondants, safrol). 

* l~ther de  p6trole  boui l lan t  h 66-67 °. 
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BARBIER 4° a obtenu une excellente s6paration des p-benzoquinones substitutes, 
s.ur couches siliciques d6sactiv~es, en pr6sence de m~langes de benz~ne ou d'hexane 
avec rac6tate d'6thyle. Cet auteur recommande l'usage des chromatoplaques pour la 
recherche pr61iminaire des p-benzoquinones naturelles et indique les valeurs de RF 
suivantes (n-hexane-ac6tate d'6thyle, 85:15): p-benzoquinone o.21; m6thyl-p- 
benzoquinone o.43; 6thyl-p-benzoquinone o.58; m~thyl-2 dim6thoxy-5,6 p-benzo- 
quinone 0.47; dihydroxy-2,5 n-und~cyl- 3 p-benzoquinone 0.62. 

( e) Ddriv~s d'acides aminds, alcalo~des et autres substances azotdes 

Les ph6nylthiohydantoines des acides amin6s N-terminaux, r6sultant de la d6grada- 
tion des peptides d'apr~s EDMAN, peuvent 8tre identifi6es sur chromatoplaques 
siliciques. CHERBULIEZ et al. 41 ont donn6 des exemples de s6parations en soulignanf 
la sensibilit6 remarquable de la m6thode. On peut en effet obtenir de bons r6sultats 
partir de o.oi #mole de di- ou tripeptides, ce seuil 6rant IO ~ 20 fois plus 61ev6 en 
chromatographie sur papier. Le solvant utilis6 pour s6parer les ph6nylthiohydan- 
toines de la glycine, de la proline et de la leucine, est un m61ange heptane-pyridine- 
ac6tate d'~thyle (5:3:2, v/v). La r6v61ation des chromatogrammes (d~velopp6s en 
30 minutes environ i s'effectue par pulv6risation d'une solution aqueuse d'amidon 
suivie d'un r6actif tL l'iode et azoture de sodium. Les ph6nylthiohydantoines apparais- 
sent en blanc sur fond brun. 

SCHLEMMER ET LINK ¢2 ont caract~ris6 la r~serpine, la rescinnamine et la serpen- 
tine par microchromatographie sur silicagel de divers extraits de Rauwolfia. Ces 
alcaloides sont d~tect~s en lumi~re ultra-violette et doses spectrophotom6triquement 
apr+s micro-61ution des taches (d~coup6es au rasoir). 

FIORI ET MARIGO 4s ont identifi6 le m6probamate (drogue tranquillisante) dans 
les urines par microchromatographie silicique en pr6sence du m~lange cyclohexane- 
6thanol absolu (85:15). Apr+s un d6veloppement de deux heures (parcours du front 
du solvant: IO tL I I  cm), les chromatoplaques subissent une 16g&re pulv6risation 
d'acide sulfurique concentr6, un chauffage de 2 t~ 3 minutes tt 11o-115 °, une nouvelle 
16g+re pulv6risation d'eau et un nouveau chauffage de plusieurs minutes, jusqu'A 
rapparition des taches jaunes du m6probamate (RF ----- 0.30). Des d6terminations 
colotim6triques peuvent 8tre effectu6es apr~s d6coupage et 61ution des taches. 

MACHATA 4 a introduit les chromatoplaques dans le dolnaine de l'analyse toxi- 
cologique oh leur emploi semble prometteur par rapport ~ la chromatographie 
classique sur papier (6conomie de temps, simplicit6 de la m6thode et facult6 d'effec- 
tuer ais6ment des s6parations ~ l'~chelle de quelques milligrammes). Cet auteur 
d6crit le comportement chromatographique d'un certain nombre d'alcaloides (papa- 
v6rine, narcotine, cod6ine, morphine, etc.) et d'autres substances int6ressant ]e 
domaine toxicologique. I1 d6veloppe les chromatogrammes des substances basiques 
avec le m6thanol et acides avec le m61ange chloroforme-~ther di~thylique (85:15). 
La r6v~lation peut s'effectuer avec le r6actif de Dragendorff ou le m61ange acide 
ac6tique-iode-iodure de potassium pour les alcaloides, par le r~actif de Zwikkers 
pour les barbiturates, le chlorure ferrique en solution ac~tique pour les pyrazolones 
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etc. Les alcaloides de l'opium peuvent de plus 8tre diff~renci~s par l'action du 
r6actif de Marquis, trop corrosif pour l'usage en chromatographie sur papier. Dans les 
cas oh il n'existe aucune m6thode particuli~re de r~v61ation, on chauffe rapidement 
les chromatoplaques ~ 500 ° et observe les taches de carbonisation. 

DEMOTE 1 a chromatographi~ certains pigments t6trapyrroliques sur acide 

silicique en pr6sence du m6lange benz~ne-ac6tate d'6thyle-~thanol (90:20:7.5, v/v) 
et observ6 les valeurs de RE suivantes: coproporphyrine I (ester m6thylique) 0.68; 
coproporphyrine III  (e.m.) 0.63; uroporphyrine I (e.m.) 0.33; deut~roporphyrine 
(e.m.) 0.80; protoporphyrine (e.m.) 0.85; bilirubine 0.92; biliverdine 0.06. 

La s6paration d'autres substances azot~es a 6t6 mentionn6e par STAHL 10 (alca- 
loides de l'ergot de seigle, diph6nylamine, carbazol, indol). 

Pour l 'analyse de vitamines du groupe B, voir le paragraphe suivant. 

(/) Vitamines 

L'adaptation des chromatoplaques k la s6paration de vitamines du groupe 
B (B 1, Bz, B e, nicotinamide, biotine, pantoth6nate de calcium) et de la vitamine C 
a ~t~ r~alis6e par G,~NSHIRT ET MALZACHER a4. La microchromatographie s'effectue sur 
une couche de silicagel "G" (Merck) contenant 2% d'un indicateur fluorescent* en 
pr6sence du m61ange acide ac6tique-ac~tone-m6thanol-benz~ne (5:5:20:70). Le 
d6veloppement, unidimensionnel (distance de migration: 19 cm), est r6alis6 ~ l'abri 
de la lumi~re. Chaque m~lange examin6 doit 8tre chromatographi~ ~ double (deux 
taches de d~part) afin de permettre l'ex6cution des trois r6actions de r~vdlation 
d~crites ci-dessous. 

On examine tout d'abord les microchromatogrammes sous 6clairage ultra-violet 
de grande longueur d'onde (366 m/~), qui ne provoque pas la fluorescence de l'indica- 
teur incorpor6. La vitamine B 2 (RF ---- 0.35) apparalt sous forme d'une tache fluores- 
cente jaune sur un fond sombre. Passant A l'~clairage ultra-violet de courte longueur 
d'onde (254 m/~) on d6tecte, sur les plaques devenues fluorescentes, les taches sombres 
correspondant aux vitamines B 1 (RF ----- o), C (RF = 0.30) et ~ la nicotinamide (RF 
0.65). Pour identifier la biotine, on pulv6rise une solution d'iodo-platinate de po- 
tassium sur l'un des microchromatogrammes (l'autre ~tant prot6g6 par un cache). 
La biotine (RF ~ 0.8o) forme alors une tache blanche sur fond rose (simultanSment, 
la vitamine B 1 apparatt en gris, la nicotinamide en jaune pMe et la vitamine C en 
jaune). Pour rechercher la vitamine B e et le pantoth6nate de calcium, on pulv~rise 
sur la pattie inf~rieure du second microchromatogramme (jusqu'alors prot6g6 par 
le cache) une solution ~t o.1% de dichloroquinone-chloroimide dans l'~thanol puis 
expose aux vapeurs ammoniacales. La vitamine B e (RF ~-- o.15) apparait en bleu. 
On chauffe ensuite la plaque 1/2 heure/ t  I6O ° puis pulv6rise une solution de ninhy- 
drine A 0.5% dans l'(~thanol sur la partie sup6rieure du mSme chromatogramme. 
Apr~s un bref chauffage ~ 16o °, le pantoth6nate de calcium (Rp ----- 0.57) appara~t 
sous forme de tache violette. 

* "ZS-Super'" de Riedel  de Haen.  
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Sensibilit6 de la m6thode: I ~ io/~g pour les vitamines du groupe B e t  5 a 30/~g 

pour la vitamine C. 

(g) Antioxydants, plastifiants 

SEHER 45 a trouv6 que l 'usage des chromatoplaques simplifie la recherche et 
l'identification des antioxydants.  I1 pulv6rise uniform6ment, sur les microchromato- 

grammes d6velopp6s, une solution m6thanolique ~ 20% d'acide phosphomolybdique 
puis, apr~s une ou deux minutes, expose les plaques au contact de vapeurs ammo- 
niacales. Les antioxydants apparaissent sous forme de taches bleues, violettes ou 
vertes sur fond blanc. Pour r6v61er les antioxydants peu r6actifs, il peut ~tre n6cessaire 
de chauffer les plaques ~ 12o ° durant IO minutes. Une autre m6thode de r6v61ation 

consiste en une aspersion de 2,6-dichloroquinone-chloroimide (en solution alcoolique) 

suivie de borax (dans le m~me solvant). Les colorations produites sont caract6ris- 

tiques et l 'auteur les d6crit pour 24 antioxydants.  
CoPIOS PEEREBOOM 46 a utilis6 les chromatoplaques pour le contr61e des plasti- 

fiants pr6sents dans certains emballages pour denr6es alimentaires. Les s@arations se 

font sur silicagel en pr6sence de 0.005% d'un indicateur fluorescent*. Les micro- 
chromatogrammes, d6velopp6s avec Fun des m~langes isooctane-ac6tate d'6thyle 

(9:I), benz~ne-ac6tate d'~thyle (95:5) ou 6ther dibutylique-hexane (8o:2o), sont 
examin6s en lumi~re ultra-violette (365 m#). Les plastifiants apparaissent sous forme 
de taches fluorescentes ou, dans le cas des phtalates, de taches sombres. La reproduc- 

tibilit~ des valeurs de RA ( RA  = Re par rapport  au s~ba~ate de dibutyle) parait  
satisfaisante pour les 16 produits 6tudi6s (limites de fluctuation + 0.o6). Certains 
r6actifs donnant des r6actions color~es plus ou moins sp6cifiques peuvent faciliter 
l'identification des plastifiants, surtout dans le cas de trois "paires critiques" de 

valeurs de Re tr~s voisines (phosphate de tricr6syle + butyl-phtalyl-butyl  glycolate, 

phosphate de tricr6syle + phosphate de 2-6thylhexyle diph6nyle; ce dernier + ac6tyl- 
citrate de tributyle). Parmi ces r6actifs, on peut mentionner l'acide phosphomolyb- 
dique, la 2,6-dichloroquinone-chloroimide, le permanganate de potassium, la p- 
nitroaniline diazot6e, etc. Les valeurs de RA et les r6actions color6es permettent  
d'identifier, darts la plupart  des cas, les plastifiants d 'un m61ange inconnu. Toutefois, 
certains de ceux-ci, par exemple le Paraflex G62, de composition complexe, donnent 
une s~rie de taches pouvant  entraver s~rieusement l'identification des autres sub- 

stances 6ventuellement pr~sentes. 

(h) Divers 

STAHL 24,25 a parfaitement bien d6montr6 l'int~r~t que pr~sente la microchromato- 

graphie sur couches minces dans les domaines pharmaceutique (contr61es de r~sines, 
baumes et goudrons m6dicinaux) et cosm6tologique (contr61es de mati~res premieres: 

huiles essentielles, parfums, baumes, r6sinoides, graisse de laine et d6riv6s, colorants 

liposolubles, etc.). 

* Par exemple "Ultraphor", Badische Anilin & Soda Fabrik. 
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Les chromatoplaques peuvent 6galement permettre le contr61e d'excipients pour 
m~dicaments 47 et l'6tude de lipides *s. 

3. S]~PARATIONS PAR PARTAGE 

(Substances hydrosolubles) 
(a) Gdndralitds 

La microchromatographie de partage sur couches minces s'effectue le plus souvent 
sur silicagel d~sactiv6 et en presence de solvants aqueux. 

NIEDERWIESER ET PATAK114 ont fort bien d~fini les avantages prSsent~s par 
cette technique pour la s6paration des acides amines, peptides et d6riv6s. Comparant 
un chromatogramme bi-dimensionnel d'acides amines sur papier avec le m~me 
(solvants et dimensions identiques) effectu6 sur silicagel, ces auteurs soulignent : 

i. La diffusibilit6 relativement r6duite des substances dans la couche silicique. 
Les taches obtenues 6tant trbs petites, les s6parations sont meilleures et la m6thode 
devient dix fois plus sensible que la chromatographie sur papier. 

2. L'obtention d'une s6paration incomplete de dix acides amines sur papier 
(aprbs un d~veloppement de dix centim~tres dans chacune des dimensions), alors que 
quatorze de ceux-ci se s~parent compl~tement sur acide silicique. 

Solvants: (a) n-butanol-acide ac6tique-eau (60:20:20) ;(b)ph6nol-eau (75:25, poids). 
3. La dur6e du d~veloppement pour une dimension, rdduite ~ I 1/2-2 h sur 

chromatoplaque. 
Les chromatoplaques siliciques poss~dent de plus une excellente s61ectivit6. 

La s6paration de peptides isom6res, par exemple glycyl-leucine et leucyl-glycine, 
s'effectue facilement. 

De bons r6sultats peuvent aussi 6tre obtenus 1~ oh la chromatographie sur 
papier r6ussit difficilement, notamment dans le cas des substances ~ groupe-SH libre 
(d6riv~s de la cystine). Les chromatoplaques permettent en outre la s6paration des 
d6riv~s dinitroph6nyl~s d'acides amin6s et par cons6quent 1'analyse s~quentielle des 
peptides. La micro-61ution des taches s'effectue en d~coupant l'adsorbant ~ l'endroit 
voulu, 6puisant avec un solvant convenable, puis filtrant. On ne peut utiliser l'eau 
pour cette op6ration lorsque les couches siliciques sont "li6es" avec du pl~tre (16g~re- 
merit soluble). On doit alors utiliser, par exemple, le n-butanol ou l'acide ac6tique. 

La r6v61ation s'effectue ~ l'aide de r6actifs corrosifs (acide sulfurique concentr6, 
etc.) aussi bien qu'avec ceux habituellement utilis6s en chromatographie sur papier 
(ninhydrine, etc.). Les taches color6es pMissent souvent assez rapidement et ceci 
oblige ~ prendre imm6diatement une copie des microchromatogrammes. 

En lumi~re ultra-violette, les couches siliciques (silicagel "G", Merck) pr6sentent 
un "fond" d'absorption qui g6ne la d~tection des petites quantit~s d'acide amines 
aromatiques. On peut partiellement rem6dier ~ cet inconvenient en pulv6risant une 
solution de fluoresc6ine A IO-~% sur les microchromatogrammes. L'usage d'adsor- 
bants autres que le siiicagel "G" (Merck) permettrait ~ventuellement de supprimer 
les d~savantages inh6rents Ace "fond" d'absorption et ~ la Presence de pl~tre. 
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La reproductibilit6 des valeurs de Re (technique ascendante) d6pend beaucoup du 
degr6 de saturation de l 'atmosph~re de la cuve de d6veloppement ; aussi recommande- 
t-on de disposer contre les parois de celle-ci des feuilles de papier-filtre t rempant  dans la 
phase mobile. L'emploi d 'une technique de d6veloppement descendante, propos6 par  
NIEDERWIESER ET PATAK114, pourrait 61iminer ce genre de difficult6. 

(b) Acides aminds 

MUTSCHLER ET ROCHELMEYER 40 ont effectu6 la chromatographie bi-dimensionnelle 

de 14 acides amin6s sur silicagel en presence d 'un tampon phosphate, avec de l '6thanol 
70% et le m61ange 6thanol-ammoniaque ~ 25% (4:1, v/v) comme solvants. La 

tr~s belle s6paration obtenue a 6t6 confirm6e par BRENNER ET NIEDERWlESER 5° 
qui ont 6tudi~ avec un soin particulier l'applicabilit6 des chromatoplaques ~ l 'analyse 

des acides amin6s. 
Ces derniers auteurs constatent que, parmi tes solvants habituellement utilis6s 

en chromatographie sur papier, ceux riches en m6thanol, 6thanol ou ac6tone per- 

met tent  souvent de bonnes s6parations sur chromatoplaques mais donnent des 
taches relativement diffuses. On obtient, de loin, les meilleurs r6sultats par chromato- 

graphie bi-dimensionnelle avec les syst~mes n-butanol-acide ac6tique-eau (60:20:20) 

et ph~nol-eau (75:25, poids). 
Les couches siliciques utilis6es pour la s6paration des acides amin6s ne doivent 

pas 6tre activ6es A chaud, mais simplement s6ch6es A la temp6rature ambiante et 
l 'air libre. On d6pose les acides amin6s (I ~t 5 #g) a 0.8 cm les uns des autres sur une 
ligne situ6e ~t 1.5 cm de la base des chromatoplaques (soit 20 substances par plaque de 
20 × 20 cm). Cette op6ration peut ~tre effectu6e ~ l'aide d'une micro-pipette ou de 
capillaires 6tir6s par  soi-m~me, la r~gle essentielle 6tant de ne pas d6poser plus de 

I m m  ~ de solution ~ la fois afin que les taches initiales restent suffisamment petites. 

On stoppe habituellement le d6veloppement du microchromatogramme apr~s un 
parcours du front du solvant d'environ IO cln. I1 n 'y  a gu~re d 'avantage ~t utiliser de 
plus grands trajets, ceux-ci favorisant la diffusion des taches. I1 est recommand6 
de couper l 'adsorbant d 'un trait  de crayon, A IO cm au-dessus de la ligne de d6part, 
et d ' interrompre le chromatogramme au moment  exact oil le solvant atteint  ce 
rep~re. Les valeurs de RF obtenues de la sorte sont reproductibles ~ ~ 0.05 pros 
(Tableau II). Si la cure  contient plusieurs plaques, on ne trace de trait  que sur la 
premiere, puis, son d6veloppement 6rant terming, on note le niveau atteint par le 
solvant sur chacune des autres. Ce mode op6ratoire s'impose car le niveau atteint  
par le solvant ~t la fin du d6veloppement peut diff~rer 16g~rement d 'une plaque 

l 'autre. 
Les valeurs de Re fluctuent, dans des limites ordinairement n6gligeables, suivant 

la quantit6 de substance chromatographi6e. La grosseur des taches d6pend bien 
entendu de ce mSme facteur et leur surface, dans une zone de concentrations moyennes 

(I A 20/~g environ), est proportionnelle au log de la quantit6 de substance, comme en 
chromatographie sur papier. 

Pour r6v61er les microchromatogrammes, on les s~che A IiO ° durant IO minutes 
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T A B L E A U  I I  

CHROMATOGRAPHIE DES ACIDES AMIN]~S SUR COUCHE SILIClQUE 
D'APR~S BRENNER ET NIEDERWIESER 5° 

g v ( x  ~oo) RF(× zoo) 

A B A B 

T r y p t o p h a n e  56 63 Thr6onine  25 26 

Ph6ny la l an ine  49 55 S6rine 22 20 

Norleucine  49 52 Glycine  22 24 

Leuc ine  47 48 H y d r o x y - p r o l i n e  20 38 

Iso leuc ine  46 49 Prol ine  19 .5o 

Tyros ine  47 47 Sarcosine 17 37 

D i o x y p h 6 n y l a l a n i n e  45 34 Ac. g l u t a m i q u e  27 io  

M6thionine  4 ° 49 Ac. a spa r t i que  21 o6 

Norva l ine  38 42 His t id ine -HCl  06 32 

Val ine  35 4 ° Lysine-HC1 o5 o9 

Alan ine  27 29 . Arginine-HC1 08 19 

f l -Alanine 27 3 ° Cys t ine -HC1 16 12 

So lvan t s  : A = n - b u t a n o l - a c i d e  ac6 t i que -eau  (6o : 2o :2o) ; B = ph6no l -eau  (75 : 25, poids),  

puis les soumet ~ une pulv6risation soigneuse du r~actif ~ la ninhydrine modifi6 par 
MOFFAT ET LYTLE 51. On chauffe ~ nouveau en suivant, par transparence, rappari t ion 
graduelle des taches color~es. It est souvent possible de diffSrencier des acides amin6s 
migrant presque ensemble, s'ils se r~v~lent initialement sous forme de taches ex- 
trSmement petites ne s'~largissant que progressivement. Les acides amin6s se distin- 
guent en outre par la plus ou moins grande rapidit6 de leur r6action avec la ninhy- 
drine. Malgr~ ce comportement sp~cifique, les composants de certains m61anges ne 
peuvent 8tre tous diff~renci6s A coup stir (par exemple: Phe + Leu + Ileu et Ser + 
Hypro + Gly). 

L'avantage primordial de la chromatographie de partage des acides amines 
sur couches minces r~side dans l'6conomie de temps r~alis6e (4 ~ 5 heures pour un 
chromatogramme bi-dimensionnel contre 2 ~ 3 jours en chromatographie sur papier). 

MOTTIER 5 a ~tudi6 le comportement chromatographique d'acides amin6s et 
d 'hydrolysats prot6iques sur plaque d'alumine. Sa technique, appliqu6e pr6c~dem- 
ment ~t l'analyse de colorants alimentaires, est caract6ris~e par le fair que les couches 
adsorbantes ne contiennent pas d'agent liant. L'alumine utilis6e dolt r6pondre ~ des 
crit~res de qualit6 et d'activation bien d~finis. Les acides amin6s sont chromato- 
graphi6s h l'6tat de sels de sodium (alcalinisation des taches de d6part) en pr6sence de 
4 syst~mes de solvants. Le meilleur de ceux-ci, le m61ange n-butanol~thanol-eau 
(60:40:4 o, v/v), conduit aux r6sultats r6sum6s dans le Tableau III, la dur~e du 
d6veloppement 6tant de 8 heures. 

Du fait de l'absence d'agent liant, les couches adsorbantes pr6par~es d'apr6s 
MOTTIER 5 sont fragiles. On peut se demander si des chromatoplaques conventionnelles, 

~videmment moins d61icates, ne pourraient les remplacer avec Frofit. 
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TABLEAU III  

CHROMATOGRAPHIH; DES ACIDES AMINE, S SUR COUCHE ALUMINIQUE,  

D'APRI~S M O T T I E R  5 

17 

R F ( x  xoo)" R F (× 1oo)* 

Tryptophane ioo Hydroxy-proline 43.5 
Proline 87 Histidine 39 
Ph6nylalanine 87 Glycine 35 
Norleucine 79 Thr~onine 34 
Isoleucine 75 S6rine 32 -5 
Leucine 71 Arginine 29 
Norvaline 62 Ac. glutamique 29 
Tyrosine 56.5 Cystine 29 
Valine 55..5 Lysine 28 
M6thionine 51 Cyst6ine 20.5 
Alanine 47 Ac. aspartique 19.5 
Carnosine 44.5 

* Valeurs de RE relatives au tryptophane. 
Solvant : n-butanol-6thanol eau (6o : 4 ° : 4 o, v/v). 
Note: il est int~ressant de comparer ces chiffres /t ceux du Tableau II. 

(c) Ptdridines 

NICOLAUS 52 a utilis6 les ch romatop laques  siliciques pour  l ' examen  de la puret6 et la 

s@ara t i on  mic ro -ana ly t ique  de pt6ridines.  Sa mfithode suppor te  avan tageusemen t  

la compara ison  avec la ch romatograph ie  classique sur papier .  Certaines  pt6ridines,  

difficilement s@arab les  au moyen  de ce t te  derni~re, se la issent  pa r f a i t emen t  chromato-  

graphier  sur  chromatoplaques .  

Ving t -qua t re  syst+mes de so lvants  (neutres,  acides et  basiques) ont  fit5 6tudi('s 

pour  la s@ara t ion  de I2 pt6ridines.  La  chromatograph ie  des amino-2 h y d r o x y -  4 

pt6r idines  ~ caract+re neut re  peu t  s 'effectuer avec l 'un  quelconque de ces types  de 

solvants ,  les meil leurs rgsul ta t s  6 tant  cependant  obtenus  en milieu acide. Le m~lange 

n -bu tano l - ac ide  ac~t ique-eau  donne de bons r~sul ta ts  avec les pt~r idines  m~thyldes en 

posi t ion 6 ou 7. Dans  le cas des amino-2 h y d r o x y -  4 p t6r id ines  p o r t a n t  des subst i -  

t uan t s  acides, on uti l ise de pr6f6rence un milieu basique.  La d ihydroxy-2 ,4  pt~r idine 

migre tout  aussi  bien en mil ieu neutre ,  acide ou basique.  

Le d6veloppement  des mic rochromatogrammes  nficessite en moyenne  2o minutes  

(parcours du front  du so lvant  : environ IO cm) et la quant i t6  n~cessaire de pt6r idines  

var ie  de I ~ io /~g .  L ' ident i f ica t ion  est assur~e par  les valeurs  re la t ives  de RE et pa r  

l 'observa t ion  des couleurs de fluorescence dans  l 'u l t ra -v io le t ,  pa r t i e l l ement  caractd-  

r ist iques.  Ce m~me nuancement  dans  la fluorescence pe rme t  la diff~renciation de 

pt~r idines  migran t  presque ensemble.  

L ' oxyde  d ' a lumin ium ne semble gu~re convenir  pour  la s@ara t i on  de ce genre de 

substances  (adsorpt ion t rop  forte). 

(d) Ions min&aux 

SEILER ET SEILER 53 ont  pU a d a p t e r  la ch romatograph ie  sur couches minces/~ la s6para- 

t ion de cations,  non sans s '6tre  heurt~s 5~ cer ta ines  difflcultds pr6alables.  Pa r  exemple,  
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le silicagel "G" (Merck) contient du fer, fort gSnant, et doit 8tre soumis ~t une puri- 

fication sp6ciale (lavages acides). D 'au t re  part,  les couches adsorbantes se dissociant 

au contact  des solvants contenant  t rop d'eau, ceci oblige A effectuer les d6veloppe- 

ments  en milieu relat ivement peu polaire. 
$EILER ET SEILER 53 pr~parent leurs chromatoplaques d 'une  mani~re convention- 

, e l  . . . . . . . .  :c5 activer ~t chaud. La s6paration des cations du groupe H ,S  (r~sultant du  

fract ionnement  analyt ique classique) s'effectue en presence du m61ange n-bu tanol -  

HC1 1.5 N-ac6tonylac~tone (lOO:2O:O.5, v/v), moyennant  un d6veloppement de 

deux heures (12 g 14 heures en chromatographie sur papier). Celle du groupe (NH4)aS 

s'effectue avec le m~lange ac6tone-HCl concentr6-ac6tonylac6tone (IOO:I:O.5, v/v), 

en 15/ t  20 minutes (IO ~ 12 heures sur papier). Le r61e de l 'ac6tonylac6tone (agent 

complexant) est de diminuer la "traln~e" des taches. 

Les valeurs de Re absolues 6tant  moins constantes  qu 'en chromatographie  sur 

papier, on identifie les diff6rents cations d'apr~s leur ordre de disfribution sur les 

chromatogrammes  et leurs r6actions color~es sp~cifiques. 

La  r6v~lation des cations du groupe HaS s'effectue en pulv~risant une solution 

de K I  a 2% sur le chromatogramme.  Apr~s s6chage, on porte  la plaque au contact  
de vapeurs  ammoniacales puis de HaS. On observe les colorations indiqu~es dans le 

Tableau IV. 
TABLEAU IV 

Cations 
Rdactions caract#istiques 

KI  H2S 

Hg 2+ rouge brun-noir 
Bi 3+ brun-jaune brun-noir 
Cd z+ jaune 
Pb ~+ jaune-brun brun 
Cu ~+ brun brun fonc~ 

Les valeurs de RF d6croissent de Hg z+ A Cu 2+. 

Pour  r6v~ler le groupe (NH4)2S, on plonge tou t  d ' abord  les chromatogrammes  dans 
une atmosphere  d 'ammoniac  puis les soumet ~ une pulv6risation d 'une  solution de 
0.5 g d 'hydroxy-8  quinol6ine dans IOO cm s d '6thanol  ~ 60%. On termine par  l 'obser- 

vat ion des taches en lumi~re ultra-violet te (Tableau V). 

TABLEAU V 

R~tions caract~risliques 
Cations 

NH8 Oxine U.V. 

Fe 8+ brun fonc6 
Zn 2+ rose j aune 
Co 2+ bleu jaune fonc6 
Mn *+ orang6 fonc6 
Cr 3+ vert fonc6 
Ni 2+ fonc6 
A13+ jaune clair 

Les valeurs de RF d6croissent de Fe s+ ~ A18+. 
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4. CONCLUSIONS 

Dans cette seconde revue, nous avons relat6 les progr~s essentiels r6alis6s par la 
microchromatographie sur couches minces entre 1958 et 196o. Cette m6thode, intro- 
duite en 1951 par KIRCHNER et al. 3°, perfectionn6e par REITSEMA 54, normalis6e par 
STAHL ~, se r6v~le aujourd'hui comme exceptionnellement universelle dans ses 
applications. Elle permet de s6parer des substances indiff~remment l ipo-ou hydro- 
solubles, pr6sente l 'avantage d'une grande rapidit6 alli6e A une excellente s61ectivit6 
et ~t une sensibilit6 souvent sup6rieure ~ celle de la chromatographie sur papier. Le 
materiel n6cessaire en pratique, simple et peu cofiteux, est actuellement commercia- 
lis6. On ne saurait trouver un indice plus stir de l'int6rBt g6n~ral soulev6 par cette 
m6thode. 

Le domaine d'application de la microchromatographie sur couches minces va 
probablement s'agrandir encore ces prochaines ann6es, notamment en ce qui concerne 
la s~paration des substances hydrosolubles (acides amin6s, sucres et d6riv6s, etc.). 
On peut souhaiter que l'usage intensif de cette m6thode stimulera l'6tude th6orique 
des relations existant entre le comportement chromatographique et la structure 
mol6culaire des substances. 
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