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La m&ho& de chromatographie sur papicr des 3,5-dinitrobenzoates (DNB) des 
poly~tl~yl&ncglycc~ls (PEG) et de leurs ethers avec les alcools aliphatiques, publi6e 
par Born~c~it R*r GASPARIC~~ 2, a et@ appliquee dans notre laboratoire a 1’6tude des 
produits techniques obtenus par polyoxy&thylenation du glycol (“poly&hyl&ne- 
glycols”). Nous rappelons clue, selon les auteurs citks, les substances (PEG, respective- 
ment leurs derives) sont transformees prdalablement en 3,5-dinitrobenzoates, lesquels 
sont chromatographi6s sur papier impregn.5, selon les cas, de formamide, dim&thyl- 
formamide, huile de parafline. La revelation est obtenue par transformation, sur le 
papier, en bases de Schiff correspondantes (de couleur jaune), grace a une reduction au 
moyen de chlorure stanneux suivie de condensation avec le $-dim~thylamino- 
benzaldehyde. 

La methode nous a effectivement fourni de bons rksultats. Cependant, dans ie 
cas des diesters 3,s”dinitrobenzo4ques des poly6thyl&neglycols, et avec le formamide 
comme phase stationnaire, nous avons rencontr6 des difflcultes~ de s&paration (forme 
allongee des taches, defaut de reproductibilite, etc.). 11 est apparu, de plus; au tours 
du travail, clue la phase stationnaire (formamide) g&nait la r6v6lation. 

Nous avons Bgalement Btudie l’application du principe de la methode de BORECE~ 
ET GASPAWE, a savoir la chromatographie sur papier a l’etat d’esters 3,5-dinitroben- 
zoi’ques, a la classe fort importante mais, h notre connaissance, non trait& par les 
auteurs tcheques, des alkylphdnols polyoxy&hyEnes. &Zer&ionnons seulement pour 
l’instant clue l’emploi des systemes de phases pr&conis&s par BORECKP ET GASPARIC, 
tant pour le cas des DNB des poly~thyl&neglycols clue pour celui des DNB des alcools 
aliphatiques polyoxy6thyl6n6.s (notamment l’utilisation d’huile de paraffine comme 
phase stationnaire), n’a pas don& de rksultat positif. Par contre, la r&solution des 
DNB des alkylph6nols polyoxy6thyl6n6.a (du moins de leurs douze B quinze premiers 
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310 . H. GAt’THLER, G. MANGENEY 

termes) a pu &re realisee grace B l’emploi d’une phase stationnaire telle clue l’huile de 
soja, ayant un caractere polaire dont l’huile de paraffine est dc?.pourvue. La nettete et 
la reproductibilite des separations observees avec ce type de phase stationnaire nous 
a incites, par la suite, a etendre leur emploi B la chromatographie sur papier des esters 
3,5-dinitrobenzoPques des alcools gras, et des diesters 3,5- dinitrobenzoZques des 
polyethyleneglycols, Nous rkservons B une date ulterieure la publication de nos 
travaux a ce sujet. 

Pour ce qui concerne la cl~romatograpl~ie selon PORRCI& ET GASPARIC, sur papier 
impregne de formamide, des diesters 3,5dinitrobenzolques des poly&hyl&neglycols, 
nous rapportons .ici, d’une part, 1’6tude des facteurs susceptibles d’etre responsables 
des I.T&ularit&s signalkes plus haut, et d’autre part, la recherche de phases mobiles 
permettant de realiser des separations plus nettes et plus r&uli&res, 

Enfin, nous ecartant de la methode de BORECH+ ET GASPARIC, nous examinons la 
possibilite d’employer des supports de la phase stationnaire (formamide) autres clue 
le papier (Kieselguhr en couche mince, colonne d’alumine). 

Auparavant, nous tenons toutefois a preciser ici le mode operatoire utilise par 
nous pour la preparation des esters 3,5-dinitrobenzolclues. 

PRfiPARATION DES DIESTRRS DES PEG 

La preparation en skie des esters dinitrobenzolques peut etre effect&e selon la 
methode simple indiquee par BORECI& ET GASPARIC 1. Cependant, pour l’elimination 
de l’exces de chlorure de 3,5-dinitrobenzoyle, nous avons et6 conduits, d’une part, 
B substituer la soude 5 y0 au carbonate de sodium trop peu actif (preconise par 
BORECI& ET GASPARIC~), et d’autre part, a effectuer un lavage systematique des 
solutions benzeniques. 

Nous opQrons actuellement de la man&e suivante: 
nans un tube a essais de 160 mm de longueur et 16 mm de diametre, on p&se 

exactement 0.1 g de produit a Studier, et approximativement une quantite de Cl- 
l2Nl3 correspondant a un exces de 50 y0 par rapport a la quantite thkorique necessaire 
pour obtenir les diesters dans le cas des PEG. On melange le tout avec une baguette de 
verre, et Porte 20 min B 1x09. 

Apres refroidissement, on ajoute d’abord z ml de benzene, puis 3-4 ml de soude 
g 5 y0 ; on a&e avec la baguette de verre pour dissoudre le produit de reaction, et 
l’on ajoute encore 8 ml de benzene de maniere a obtenir une solution B I y0 en produit 
mis en oeuvre. 

Le tube esi bouche au moyen d’un bouchon de liege proteg6 par une feuille 
souple d.e polyethyl&ne, et agite mecaniquement pendant 5 min. On laisse decanter; 
la solution alcaline Sous-jacente est pipetee, remplacee par 5 ml de soude B 5 y0 et le 
tube ast soumis pendant 15 min a l’agitation mecanique. L’operation est rep&&e 
trois fois. On lave, de la mbme maniere, a l’eau distillee jusqu’a neutralite (3-4 fois). 

La phase benzenique restante est additionnee de sulfate de sodium anhydre et 
agitke afin de la s&her. On laisse reposer. La solution benzenique surnageante des 
dinitrobenzoates est alors prete a Btre deposee sur le papier pour la chromatographie, 

Nous avbns opere en chromatographie descendante; les indications et les obser- 
vations du texte qui suit sont relatives a ce mode ophratoire. Le papier utilisk etait 
le papier Arches 302. Ajoutons que la position verticale adoptee lors du developpe- 
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ANALYSE DES POLYtiTHYLtiNEGLYCOLS. I. 311: 

rnent correspondait au “sens machine” du papier; le d&placement de la phase mobile 
s’effcctuait done suivant le sens d’orientation des likes. 

11 c~nvient peut-Gtre de souligner que la prtksente Btudc de separation chromate-. 
graphique ne concerne que les (zstws 3,S-ai?zitrobenzoI~$~cs des classes de corps tithes 
(poly6thyl&neglycols). Si done, dans le texte qui suit, il nous arrive d’utiliser des. 
expressions telles que par exemple premiers termes, termes Egers, termes lourds, etc., 
ce n’est que dans le dessein d’alldger le texte, et il faut toujours entendre par lh les 
esters 3,5-dinitrobenzoPques de ces termes. 

R~VltLATION DES TACWES 

Nous avons mentionnh que l’exchs de la phase stationnairc (formamide) ghait la 
rkvklation des DNB sur le papier. Nous avons done recherch8 tout d’abord un moyen 
d'y remhdier . 

Fig. I, Bis-3,5-DNB de poly6thyl&ncglycols techniques. 
= m6lange syntldtiquc cles mono-, cli-, tri-, t&r+ et 

~cn~a~thyl8neglycols ; 2, 3, 4 = poly6tl~yl&neglycols 
teclnklues 300, 400, 500. Pliase stationnaire : formamide 
(20 o/o clans ac&one) . Phase mobile : hesane-bene&ne 
(I : I) (en vol,). Atmosphke de l’enceinte saturde avec 
hexane-benzene (I : I ). Dude de clSveloppement : 6 11. 

Tcnqxkature : I 7-1 go. 
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212 H. GAUTHIER, G. MANGENEY 

Nous n’avons pas trouve de solvant permettsnt, par lavage des chromatogram- 
mcs, d’bliminer le formamide sans dissoudre les DNB. Mais il est facile de s’en’de- 
barrasser en le volatilisant par chauffage des chromatogrammes a 75-80” pendant 
1.5-z h. Nous avons v6rifie que, pendant ce traitcment, les DNB ne se dkomposent 
pas et ne diffusent pas dans le papier. Par suite du depart ,du formamide, la r6vklation 
ulterieure des taches se trouve grandement amelioree (intensite, sensibilite, stlbilit8 
accrues, Fig. I). 

Apres rev6lation des DNB, les bases de Schiff form&es (jaunes) ne sont plus 
solubles dans l’ether ethylique, ni m&me dans des melanges ether-methanol suffi-, 
samment riches en ether, ce qui permet, h ce stade, de laver les chromatogrammes et 
d’eliminer ainsi la majcure partie de l’exces des reactifs ayant servi a la revelation 
(SnCl,, SnCl,, McCl, $-dim@thylaminobenaald&hyde), et meme le formamide ayant 
eventuellement echappe au chauffage. Ce traitement assure une meilleure conservation 
des chromatogrammes. 

De .meme cj.ue BORECRY ET GASPARIF, nous avons observe un accroisscment no- 
table des &, en fonction de la concentration, dans les depots, des termes corres- 
pondants, accroissement sensible surtout a partir du bis-3,5-DNB du pentaethylene- 
g1yco1, ” 

D’autre part, et Bgalement B partir du bis-3,5-DNB du pentaethyl&neglycol, les 
taclies prennent izne forme allong~e particuliere : t&e de forme plus ou moms aigui2 
(en v, ,en W, parfois plus arrondie) oh la concentration est masimale, suivie d’unc 
queue Blargie et diffuse, de concentration decroissante ; cette queue bifurque m&-he 
souvent en deux branches. Le phenomene, parfois tres prononce, g&ne la separation 
des DNR : les taches se recouvrent, souvent sur une partie importante de leur surface, 
et cela surtout pour’,les termes superieurs (par exeniple, Figs. I et 2)*. 

A cet ‘allongement des taches s’ajoute un Blargissement par diffusion clans le 
papier ‘au tours du developpement, lequel diminue encore la nettete des separatiws, 
et semble en m&n.e temps accentuer l’allongement des taches. 

Eniin, malgr4 !tous les soins apportes, une reproductibilite suffisante de la qualitd 
des separations reste difficile 21, atteindre. 

Nous avcns consider8 un certain nombre de facteurs qui nous paraissaient sus- 
ceptibles d’6tre respcnsables des phenomenes d’irregularite observes. 

‘Sauf +-klicatjon contraire, les systemes de phases utilisds dans 1’Ptude de ces 
facteurs sont ‘its suivants : 

. Phnse stat~io~2m&e PJrase mobile 

Papier. impr&n% avec une solution de 
Hexane-benz&ne forniamidc A 20 oh (I : 1) 

., Papicr impr&@ avec une solution de 
fqrmamido Q 25 yO Hexane-benz&ne (3 : ;I) 

,.. I. ” : 

,* I1 est d’ailleurs probable que l’accroissement des II?P en fonction de la concentration dcs 
Oermes correspondants et l’allongement: dcs taches sont imputables B unc m&me cause: nous 
vcrrons en effet clue l’importance des deux ph&om&nes augmente ou diminue simultan&nent. 

J. Chromutog., 14 (1964) 209-227 
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Influence de La qualit& dzc forma&de 

Des essais cornparatifs de formamides d’origines et de puretes differentes (produit 
Prolabo tel quel, ou purifie par nos soins, produit Merck pur pour chrornatographie) 
n’ont pas fait ressortir une inffuence significative du facteur puret6 du formamide sur 
la qualite des chromatogrammes. 

L’addition de petites quantites de produits de decomposition que l’on peut 
trouver dans le formamide (ammoniac, formiate d’ammonium, acide fo’:n&p?e) n’a 
pas non plus paru exercer une influence notable. 

rlzflccertce Lz’Lb solvant du formamide 

Nous utilisions primitivement le methanol comme solvant du formamide, pour l’im- 
pregnation du papier. Mais nous avons constate que les solutions mkthanoliques de 
formamide se decomposaient rapidement, avec dbgagement cl’ammoniac (N 24 11). 
Nous avons alors remplace avantageusement le. m&hanol par l’acetone qui permet 
de realiser dcs solutions beaucoup plus stables, pouvant Gtre conservees plusieurs 
jours sans decomposition apparente. &es auteurs tcheques utilisent l’ethanoll. 

On effectwe l’impregnation du papier en formamide par immersion clans une solution 
de ce dernier clans un so!.vant volatil. Lors de l’evaporation du solvant suivant les 
indications de ;BCRECI& EST GASPARIC~J, c’est&-dire dans l’atmosphere et 2~ la 
temperature ambiante, il se produit inevitablement une absorption d’humidite par 
le papier impregne, due & l’action conjugube des proprietes hygroscopiques du forma- 
mide et du refroidissement provoqud par l’evaporation du solvant. 

.Nous avons cherche B eliminer l’infl’uence de cette humidification en &chant, 
apres depart du solvant, le papier impr6gr-G de formamide dan,s .une enceinte legere- 
ment chauffee: par exemple, un sejour de 15 min dans une etuve, reglee h 45” et en 
prrksence de CaCl, anhydre, s’est av6r6 suffisant, sans provoquer, de d&part sensible 
de formamide. (Notons que ce .traitement permet en m&me temps. d’bliminer des 
traces de solvant, capables, le. cas echeant, d’exercer une action perturbatrice 
(Ref. 2, p. 453)) 

Apres le depot des substances B cbromatographier, on seche 6, nouveau pendant 
IO niiti dans les m&mes conditions. 

Nous prenons egalement soin de dessecher l’atmosphere de la cuve de developpe- 
ment au moyen de CaCl, anhydre. 

Dans ces conditions, nous avons constate que l’effet d’elargissement difFus des 
taches se trouvait reduit notablement (Fi.g. za et zb). 

Iq%ence du mode de d&h% des wbstaues ci chronoatogra$lzie?O 

Nous avons deja dit plus haut (p , 213) que, dans’ le systeme consider6 ici (Formamide 30 
ou 25 o/o/llesane-benzene (T: I) ou (3 :4)), les J?p variaient en fonction directe de la 
quantite de substance dt5posee par unit6 de surface (concentration de substance sur le 
papier). Cette variation est accornpagnee du phenomene d’allongement des taches. 
Nous now sommes alors demand6 si la forme elle-m6me des taches (forme en V ou W) , 
de son cbte, n’kait pas a mettre en relation avec des variations de concentration en 
substance a l’interieur de la surface de d&pot. 

J. Clrronzuto~., r4 (1964) zag--227 
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Fig. 2. Bis-3,5-DNB de poly&hyl&neglycols techniques. (a) Papier s6chb 15 min S 45” aprPs im- 
prdgnation. (b) Papicr non s&h6 aprbs impr&nation. i I ndlange synthdtique cles mono-, cli,.. tri-, 
tdtra- et pcnta6tl~yl~neglycols; 2,3,4,5 = poly6thyl4neglycols techniques zoo, 300, 400, 500. Phase 
stationnaire : %ormamiCle (20 yO clans adtone). Phase mobile: hcxane-benzke (I : I). Dur& de 

ckkeloppement : 3 h 30 min. TemFBrature : N 18'. 

Nous ddposDns les BNB des poly8thyl~neglycols sous forme de lcurs solutions 
dans le benz&ne. Si l’on effectue le d6pM en appliquant la pointe de la micropipette 
au point choisi sur le papier, il se produit autour de ce point unc tache circulairc, 
constituant la surface de depbt, Le diam&tre de cette tache dkpend du volume de 
solution d6q&xk et de la rapidit d’bvaporation du solvant (tempkrature, courants 

J* C?rvomnto~., Id+. (rgG4.) 209-227 
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d’air, etc.). Or’ le benzene est, vis-Lvis des DNB, un eluant fort; il aura tendance 2~ 
les cntrainer vers la peripherie de la surface de d&p&. 

On concoit que le mouvernent de la phase mobile a travers une surface de depbt 
ainsi constituee (surface circulaire a concentration peripherique plus grande) ait 
tendance, etant don& l’inffuence sur les Rp de.la concentration en substances, A 
donner des taches a double maximum (forme en W plus &I moins prononce). 

La realisation d’une surface de depot plus homogene, obtenue par exemple en 
multipliant les touches Q la micropipette et en les repartissant ‘sur une surface rec- 
tangulaire, a permis d’obtenir des taches en forme de trapezes plus ramasses. 

Mais aucun artifice ne nous a permis, dans le systeme consider6 ici, de supprimer 
ou de reduire l’allongement des taches proprement dit. 1 

Influeme de la satewation de l’atmos$h?re de la clzambre de dbvelo&hmwnt 

Dans nos essais, l’atmosphere de la chambre de developpement est saturee en phase 
mobile d’une part grace B un bat, contenant celle& place au fond de la chambre, 
d’autre part grace a une feuille de papier supplementaire imbibee de phase mobile, 
dispensee par une augette speciale situ&e a la par-tie superieure de l’enceinte. 

La saturation exacte de l’atmosphere de la chambre en phase mobile (hexane- 
benzene) est tres importante, car elle influe directement sur .la composition de la 
phase mobile parcourant la feuille de papier. Cette,variation de’,combosition, a coup 
sfir, perturbe le d6veloppement; elk pourrait tres bien t%reresponsable de l’allonge- 
ment des taches : en effet, une saturation imparfaite semble devoir a priori entrakrer 
un enrichissement, sur le papier, de la phase mobile en benzene, par suite d’une &a., 
poration plus rapide de l’hexane. Et le benzene, Bluant fort vis-a-vis des DN13, 
a tendance a les entrafner vers le front du liquide. 

Effectivement, des essais en atmosphere saturde par un melange hexane-ben- 
zene plus riche en berraene que la phase mobile, ont conduit a des chromatogrammes 
dont les taches ,sont tres allongees; en meme temps, l’on constate une augmentation 
g&&rale:~des Rp (Fig.’ 3b): ,‘Inversement, les chromatogrammes obtcnus en ape- 
rant en atmosphere saturee par un melange plus riche en hexane que la phase mobile 
ont montre une ‘attenuation sensible de l’allongement des taches, en m&-ne temps 
qu’une diminution des Rr;t (Fig. ,3a). 

Nous avons, Bgalement; ‘realist5 volontairement une saturation imparfaite de 
l’enceinte, de rrkni&re a en verifier directement l’influence, envisagec ci-dessus, sur la 
forme des taches. On constate 18~ aussi une forte accentuation de l’allongement des 
taches, accompagnee d’une forte augmentation des RF (mcsures au front des taches). 

Ces essais vkrifient done bien que l’influence perturbatrice d’une saturation 
imparfaite de l’atmosph&re de l’enceinte consiste en une accentuation de l’allonge- 
ment, un etirement des taches. 

Cependant, ce facteur ne peut pas &re consider6 comme une cause essentielle 
du phBnomene pour la raison suivante: nous avons effectue des essais dans une at- 
mosphere a la saturation et a l’lzomog&itSte de laquelle avaient et6 apportes des 
soins tout particuliers (notamment grace a un brassage de l’atmosphere de l’enceinte 
par vent ilateur 3: la saturation est verifiee par le fait que la fcuille de papier destinee 
B saturer l’atmosphere ne s&he plus, m6me a proximiti: du courant de vapeurs 
produit par le ventilateur). Et pourtant, le phenomene d’allongement des taches est 
demeure toujours aussi prononce. 

.J. Chromatog., 14 (1964) log-aa 
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Fig. 3. Bis-3,g-DNB de poly0thyl&ncglycols techniques. (a) Atmosph&re de l’cnceinte satur& ave c 
hesane-benzhe (2 : I). (b) htl?.bxplw?re de l’enceinte saturtk avec he>;anc-benz8ne (f : 

: formamide (20 p/o clans acbtone) 
hexane-benzhe : 

Tl reste que, lorsqu’il intervicnt, le facteur saturation imparfaite de l’atmosph&re, 
joint d’autre part aux fluctuations de la concentration du papier en formamidels2 
peut du moins rendre comptc du dbfaut de reproductibilitk observk dans les separations. 

Ip&flwgzce de la concentration du ;ha$ier e?z $&ass mobile 

Nous avons pens4 aus perturbations que pcut apporter h un developpement regulier 
le fait que, au tours de la migration de la phase mobile, il existe sur le papier une dimi- 
nution continue de la concentration en phase mobile depuis _la ligne d’immersion 
jusqu’au front de progression. 
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Ce phenomene, qui est connu (cf.., entre wtres, Refs. 4,s)) est facilement obser- 
vable dans le cas present : la partie de la feuille de papier voisine de la ligne d’imrner- 
sion prend un aspect mouille alors que les regions pro&es du front apparaissent pres- 
que seches, 5. tel point que le front de ddplacement de la phase mobile devient de 
moins en moins discernable avec l’augmentation de la distance parcourue (ceci &ant 
vrai m6me en atmosphere bien satwee). 

Plus particulierement, nous now sommes demand& comment’ evoluerait le 
developpement si l’on evitait, ou si 1’011 supprimait la zone tr&s mouillee. Une pre- 
miere man&-e etait d’eloigner de la ligne dimmersion les points de dGp6t des produits 
SL chromatographier (c’est d’ailleurs cette raison qui sans doute justifie la recomnianda- 
tion faite par certains auteurs de deposer les substances h une distance d’au moins 
5 cm cle la ligne d’immersion). 

Fig. 4. Bis-3,5-DN33 cl’un poly&hpl8neglycol 500 technique. DOpBt de la substance B des distances 
croissantcs de la lignc d’immersion. Col. I = 3 cm ; col. a = 6 cm ; col. 3 = CJ cm; col. 4 = IO, ~111; 
col. 3 = 15 cm. 1.11asc stationnaire: formamide (20 o/o dans ac0tone) ; papier s&he! h 45O ~pres im- 
pr&gnation. Phase mobile : hcxane-benz&ne (3 : 4). Atmosphere satur6e avec hesane-benz&ne (3 : 4). 

Tcmp6rature: 21-22~. 

J. Cirrontatog., 14 (1964) aog-227 
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Une seconde maniere consistait A abaisser le regime des tensions de vapeur dans 
l’atmosphere de l’enceinte par creation dans celle-ci d’un gradient, de temperature, de 
maniere a diminuer, par 6vaporation, la concentration en phase mobile sur ie papier: 
ce que nous avons tent6 de realiser par introduction de @ace carbonique dans l’en- 
ceinte. C’est, en quelque sorte, prendre le contrepied de ce que nous avons recherche 
p. 215, mais d’une man&e tout a fait particuli&re*. 

(a.) Eloigzement des $oirzts de dt@% des fivodztits ci ckromatogra@iev. La Fig. 4 mon- 
tre t&s nettement une diminution progressive de l’allongement des taches au fur et & 
mesure que l’on augmente la distance des depots & la ligne d’immersion. Pour une 
distance de 12-15 cm, les taches ne sont pratiquement plus allongees; la r&solution est 
sensiblement amelioree. 

(21) Introduction de @ace carbonipe dam Z’enceinte em dt%ut de ddveZo;b;henzent. Voici 
comment nous avons pro&l&: la saturation de l’atmosphere en phase mobile &ant 
assuree se1011 les modalites indiquees plus haut, et le papier, portant les substances A 
chromatographier, &ant en place dans son augette vide, on introduit rapidement dans 
l’enceinte 5oo-800 g de &Lace carbonique pilee ; on ferme l’enceinte, puis on verse 
rapidement, par un orifice prevu a cet effet, la phase mobile dans son augette. 

On observe al&s, autour de la glace carbonique, l’apparition d’aiguilles de ben- 
zene et une condensation d’hexane (moins apparente) . Entre temps, la progression de 
la phase mol$e a commence; mais, apres une certaine avance (qui depend des condi- 
tions operatoires; Fig. 5)’ le developpement est pratiquement steppe du fait de l’ap- 
pauvrissement du papier en phase mobile, Puis, au fur et a mesure que disparait la 
glace carbonique les conditions initiales se r&ablissent, et le ddveloppement reprend 
progressivement . 

Le resultat obtenu est interessant: apres r6v&rtion, on voit apparaitre des 
taches presque rondes pour les termes inferieurs, beaucoup moins allongdes pour les 
termes plus kleves, et la separation est amelioree (Fig. 5, col. I). 

(c) Conzbinaison des nzodificatz’ons (a) eE (b). Le chromatogramme de la Fig. 5 (col. 
2-8) permet de voir que la combinaison des deux modifications (a) et (b) est encore 
plus efficace que chacune d’elles prise isolement : la encore les taches sont d’autant 
plus rondes et regulieres que le point de d&pot a et& eloigne davantage de la ligne 
d’immersion, et leur Gparation devient cette fois pratiquement compl&te (alors que, 
notons-le en passant, les quantites de substances presentes dans les taches sont 
relat ivement t r&s import ant es). 

lucfluence de la concentration dti fia$ier en phase stationnaiw *’ *’ 

Nous venons d’exposer que la diminution de la concentration en phase mobile sur le 
papier (diminution obtenue soit par introduction de glace carbonique dans l’enceinte, 
soit par l’artifice de l’eloignement des points de depot, soit encore par la combinaison 
des deux pro&d&) avait pour con&quence l’obtention de taches arrondies bien 
ramassees. 

On peut se demander si le m$me effet ne pourrait pas dtre atteint par une voie 
inverse, c’est-&dire par augmentation de la concentration du papier en phase sta- 
tionnairc (formamide). 

BORECICP ET GASPARX~~ impregnent le papier au moyen d’une solution de for- 

* Unc technique analoguo de cr6ation d’un gradient de tempbature a dsjh 6tB d&crib (DRA- 

PkON3). 

_J. Clwonaa~og., 14 (rgG+) 2og427 



AN_-1LYSE DES POLYkTHYLkNEGLYCOLS. I. 3x9 

1 3 4 7 8 

Fig 
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. 3. Bis-3,3-DNB d‘un l~oly&l~yl&ncglycol 400 technique. Introduction dk glace carbonic] 
IS l’enceintc au ddbut du dL2veloppement. D&p& de la substance A des distances croissantes de 
Le d’immersion. Col. I P 3 cm; col. 2 = 6 cm; col. 3 = g cm; col. 4 = Ia cm; col. 3 = rg ci 
G = 18 cm; col. 7 = 21 cm; col. s = 34 cm. Phase stationnaire : formamide (20 o/o dans acdtor 

papier s&h6 B 45O apr&s imprbgnation. Phase mobile: bexane-benzene (I : I) 

.ue 
! la 
t-n ; 
=> 

mamide B 20 o/O (dans l’&hanol). Nous avons alors impr@gn8 le papier avec des solu- 
tions de formamide B 40 yO et davantage (dans l’acktone). 

&pendant, confornknent 2~ la formule: 

xp = 
I 

I+g$ 

otlcs/c,n = coefficient de partage entre phase stationnaire et phase mobile, As = aire 
de la section transversale de la phase stationnaire, Am = aire de la section transversale 
de la phase mobile, conform&ment, aussi, aux observations faites par GASPARIC ET 

1. Ciwomrtt og., I 4 (E 964) log-az 7 
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BORECIC~~ et par nousm8mes a ce sujet, l’augmentation de la concentration du papier 
en phase stationnaire a pour effet de diminuer les valeurs des RF. Afin de compenser 
cette influence ddfavorable, nous avow et4 amen&s a augmenter la proportion d’eluant 
fort (benzene) dans la phase mobile et a utiliser ainsi des melanges hexane-benz&ne 
dont les proportions respectives Btaient, par exemple, de 1: : 2. 

11 convient de souligner que, pour obtenir de s resultats satisfaisants, tant du 
point de vue de la qualit des separations clue de celui de la qualite de la rev6lation des 
chromatogrammes, avec des concentrations aussi BlevBes en formamide sur le papier, 
il est necessaire de prendre les precautions indique’es plus haut: (a) sechage, avant 
developpement, du papier impregne en formamide (p. 213), (b) elimination totale de 
la phase stationnaire (formamide) avant revelation (p.: 212). 

11 est possible que les effets defavorables du formamide, constates en l’absence de 
ces precautions, aient amcne BoREcK? ET GASPA.RTC a ne pas d&passer la concentration 
de 20 :h en formamide, pour la solution d’impregnation. 

Afin d’observer l’action d’une concentration plus grande du papier en formamide, 
nous avons done d6veloppb deux chromatogrammes simultanBment, dans la m$me en- 
ceinte, l’un ayant et8 impregne avec une solution de formamide Q 20 o/o (dans l’ac&tone), 
l’autre avec une solution Q 40 _yo (dans le m&me solvant). Les autres conditions ape- 
ratoires Btaient maintenues aussi identiques clue possible: procedure d’impregnation, 
sechage B 45 O (selon mode ophratoire p, zrg), depots a la mcme distance de la ligne 
d’immersion‘ ( - 3 cm)’ composition de la phase mobile hexane-benzene (I : 2)) satu- 
ration de l’atmosphere de l’enceinte, dispositif d’alimentation en phase mobile, tempe- 
ature, etc. , 

Les r&ultats sont ‘d&nonstratifs: sur le papier traite’avec la solution de formamide 
h 40 o/o (et malgre la faible distance, 3 cm, des d&pots a la ligne d’immersion), on con- 
state l’absence de tout allongement des taches (Fig. Gb). Au contraire, le chromato- 
gramme reali@ sur.papier traite au formamide A.20 y. A. conserve l’aspect habituel: 
taches allongees, qui se recouvrent partiellement (Fig. 6a). . 

Ces r&ultats ,(disparition de l’allongement, des taches par augmentation de la 
concentration. du papier en phase stationnaire)) joints a ceux du paragraphe prece- 
dent (disparition de l’allongement des taches par diminution de la concentration du 
papier en phase mobile), font done apparaftre un lien, necessaire a l’obtention de 
taches rkguli&res, entre quantites de phase statiomlaire et de phase mobile en pre- 
sence sur le papier. 

Ceci nous amene a reconsiderer la maniere de preparer le papier impregne .en 
phase stationnaire. 3En effet, jusqu’ici, clans un souci de regularit@ d’impre’gnation, 
nous avions, al’encontre de UORECIP? .ET GASPARIC, suspendu le papier impregne, aux 
fins d’egouttage et d’evaporation, de tclle man&e que la future ligne de depart fQt 
placee en haut. BORECIC~ ET GASPAWC placent, dans cctte. operation, la ligne de 
depart en bas (Ref. 2, p. 482). La concentration du papier en phase stationnaire est 
alors plus elevee a la ligne de depart, et. decroit lorsque l’on s’en 6loigne (IX&f. 2, 
p. @I)*. De cette maniere., le gradient de concentration du papier en phase station- 

* On pourrait mQme, A ce propos, objecter au raisonnement de la p. aIS (influence de 1’6loigne- 
ment des points de d6p6t) que l’effet observ6 est cl13 S cc gradient (de sens croissant) de concen- 
tration du papier en phase ststionnaire, et non pas au gradient (de sens cldcroissant) de concen- 
tration du papier en phase mobile. Mais, nous l’avons vBrifi6, la variation de la concentration de la 
phase stationnaire k long clu papier, sur une longueur de x0-15 cm, n’cst pas assez importante 
pour produire un effet aussi notable. 

J. C?1ronzalog., 14 (1964) aor)-a27 
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Fig. 6. Bis-3,5-DNU d’un poly6thyl&neglycol 400 technique. (a) Papier impr6gn6 avcc solution dc 
formamidc h a0 %. (b) Papier impr6gnf3 avec solutiori de fortiamicle B -40 %, Papier sdch8 A 4+s”. 
aprt5.s imprcignation. Phase mobile : hexan&benz&ne (I : 2). AtmosphBre de l’enceinte satur& avec 
Ii&cane&en&ne (I : 2), et bras&e par un ventilateur. DurOe d’6ldion: 5 11 I 5 min. Tenlptkature : 

x93* 

J. Clrro#natog., 14 (1964) 209-227 
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naire est de n&me sens que le gradient de concentration du papier en phase mobile 
qui s’ktablit lors clu dkveloppement. Ce mode opkratoire est done plus indique Clans le 
cas 6tudie ici, puisqu’il tend a corriger partiellement le deskquilibre, sur le papier, 
entre quantites de phase stationnaire et de phase mobile en prksence. Nous l’avons 
utilisk pour effectucr le chromatogramme de la Fig. 7, oh l’on peut voir en effet une 
certaine diminution de l’allongement, bien qu e la resolution soit ici incomplete. 
Avec ce mode opkratoire, il suffit de porter la concentration de la solution d’imprk 
gnstion a 30 ou 35 “4 (au lieu des 40 Y0 indiques plus haut) pour obtenir de bons 
resultats. 

Influence de La concentration du $a&er imfiv&nk en substance d&bode 

Le fait que l’augmentation de ia concentration du papier en phase stationnaire a pour 
effct de supprimer l’allongement des taches conduit a se demander s’il n’intervenait 
pas, lors de l’emploi de papier trait6 avec des solutions a 20 y0 seulement en phase 
stationnaire (mode operatoire de PORECIc+ ET G.4SPARIi% 2), un phenomene de satu- 
ration de cell&ci en substance B chromatographier, saturation que l’augmentation de 
la quantitd de phase stationnaire ferait cesser. 

S’il y a saturation, on peut aussi bien la faire cesser en diminuant la concentra- 
tion en substance dans les taches depos&es. Nous avons par cons6quent Btudie l’in- 
fhaence de la variation de cette concentration sur la forme des taches et sur’ la r&o- 
lution. A cet effet, nous avons effect&!, dans le systeme formamide a 20 %/hesane- 
benzene (4.5 : 5.~)~ la chromatographie d’une serie de d&p&s de m&me volume (50 ~1). 
done de m&me surface, de solutions benzeniques du meme produit de dinitrobenzoyla 
tion dun poly&hyl&neglycol 400 technique, a des concentrations variables: 0.1 %, 
0.2%, 0.5%, 1 y0 et 2 %. 

On peut alors constater (Fig. 7) que, en etiet, l’allongement des taches diminue 
et que la resolution s’ameliore avec la diminution de concentration des solutions 
deposkes. L’effet est cependant beaucoup moins important ,que l’on pourrait s’y 
attendre: pour voir disparaitre l’allongement des taches, il faut descendre jusqu’a une 
concentration de 0.1 %, concentration dix fois plus faible que celles que nous avons 
utilisees en g&&al, et avec lesquelles nous avons cependant obtenu des taches non 
allongkes et bien skparees, simplement en doublant la concentration du papier en 
phase stationnaire. 

Le phenomene par&t done plus complete qu’une simple question de saturation de 
la phase stationnaire en produit Q chrornatographier. Cependant, la saturation, comme 
toujours en chromatographie, fixe une limite superieure, B ne pas d&passer, pour la 
concentration en substance d6posee du papier impregn8, limite qui, naturellement, 
varie avec le degre d’impregnation. 

11 semble done bien, d’apres les essais decrits ci-dessus, que l’allongement des taches 
soit dQ essentiellement a un ddsequilibre entre quantite de phase stationnaire et 
quantit6 de phase mobile en pr6sence sur le papier. L’equilibre, par contre, parait 
r6tabli aussi bien lorsque (toutes autres modifications mises h part) l’on diminue, par 
un moyen approprie, la concentration du papier en phase mobile, que lorsque l’on 
augmente la concentration du papier en phase stationnaire. 

Nos essais semblent, en outre, mettre en evidence une influence, sur l’allonge- 

J. Chromatog., 14 (1964) a09427 
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Fig. 7. Cal. 1 = bis-3,pDNB cles mono-, cli-, tri-, t&x-a- et penta&l~ylhxglycols; col. 2,3,4,5,6 = 
bis-g,s-DNB d’un poly6thylbncglycol 400 technique iL 0.1, 0.2, 0.5, r ct 2 o/o (pourccntagcs esprinds 
en PEG mis cm oeuvre). Phase stationnairc: formamide h ao o/o (clans acdtone) ; Ogouttage ligne de 
ddpart en bas; papier s&h6 B 4~~ apr&s imprdgnation. Phase mo’bile: hcxane-benz&ne (4.5:~~~). 

Dur& cl’8lution: a h 55 min. Tempdraturc: Igo. 

rnent des taches, de la concentration en substance k chromatographier clans la surface 
,de depot; en tout &tat de cause, et pour un systeme donne il faut’eviter des concen- 
trations trop elevees; la limite a ne pas depasser, pour les concentrations des solutions 
a deposer, dans le systeme formamide 20 o/o se situe a 0.1 ou 0.2 o/o et clans le systeme 
formamide 40 y. a T ou 2 y. (avec le papier Arches 302). 

Nous avons pu degager Bgalement l’influence d’autrcs facteurs sur la qualite des 
chromatogrammes, ce sont : 

(i) L’humiditB (klargissement diffus des tacks). 
(ii) Le defaut de saturation de l’atmosphere de l’enceinte (enrichissement, sur 

le papier, de la phase mobile en benzene, d’oh augmentation des Rr;l et Btirement gem?- 
ralise des taches) . 

(iii) Le. mode de depot de la substance h chromatographier (h&t&-ogen6ite de la 
.surface de depot). 

J. Clrromalog., I.+ (x964) 209-227 
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En r&sunG, les ameliorations introduites dans la prockdure de Bor<EcI& ET 
GASPARIC sont de deux sortcs: celles qui concernent le developpement des chromato- 
grammes, celles qui concernent leur r&elation. 

Les premieres coniprennent : 
(a) L’alternative: augmentation de la concentration du papier en phase station- 

naire, “diminution” (voir p. 2r6-2r8) de la concentration du papier en phase mobile. 
(b) La determination des limites superieures de la concentration des surfaces de 

depot en produit & chromp graphier, en fonction du systeme de phases utilise. 
(c) L’elimination de A numidite par se&age du papier imprdgne en phase sta- 

tionnaire, a 45” en presence de CaCl, anhydre. 
(d) La saturation et l’homog&Gisation de l’atmosphere de l’enceinte par bra=- 

sage. 
(e) La realisation de surfaces de depot (des substances A chromatographier) plus 

homogenes en concentration. 
Les secondes (voir p. 212) sont les suivantes: 
(a) l%mination de la phase stationnaire (formamide) nzlaf:C rtS2ation (traitement 

thermique a 75-80 “) . 
(b) l%nination des reactifs excedenta+-q _LL~ apres revelation, par lavage des chro- 

matogrammes (par melange ether Bthylique-nGthano1). 

L%TI~ER~~-~~~YLTQ~I~ COMMEPHASE MOBILE 

Nous avons essay& d’autres phases mobiles (heptane-benz&ne, heptane-toluene, etc.). 
Si la separation des ternzes legers se montrait meillcure (differences de RF plus mar- 
quees), celle des termes lourds Btait par contre moins bonne. Par consequent, nous 
n’avons pas letenu ces phases mobiles. 

Mais nous avons obtenu des s&parations d’une qualite excellente en utilisant 
comme phase mobile 1’6ther ethylique. La resolution est particulierement nette, 
comme le montre, par exemple, le chroma+~gramme de la Fig. 8, obtenu avec les 
derives bis-=j,g-dinitrobenzoyles des premiers representants de la serie, purs (mono-, 
di-, tri-, tetra- et pentaethyleneglycols), et avec les derives bis-3,5-dinitrobenzoyles 
de polyethyleneglycols techniques de P.M. moyens compris entre 200 et 600: 

(0 Les taches sont rondes, &par&es completement les unes des autres, jusqu’au 
dixieme terme. 

(ii) Les RF des constituants se montrent relativement indhpendants de leur cou- 
centration dans les depats; par consequent, les identifications sont plus aisles et plus 
stires. 

(iii) Alors qu’avec le melange hexane-benzene cornme phase mobile, les trois 
premiers termes ne sont pas &pares, seuls les deux premiers ne sont pas resolus en 
utilisant l’ether Bthylique comrne phase mobile. 

II est necessaire de saturer l’ether en formamide, celui-ci &a.nt legerement soluble 
dans l’ether. La volatilitQ de l’ether ethylique oblige a assurer une 6tancheit6 suffi- 
Sante de l’enceinte, d’abord pour des raisons de regularit de developpement, ensuite, 
pour des raisons de securit&. De m&me, la manipulation, apr&s developpement, dcs 
papiers imbibes d’ether Bthylique exige l’observation de certaines precautions, ce qui 
est aisement concevable. D’ailleurs, les m$mes servitudes valent, encore davantage 
peut-Gtre, pour l’emploi de solvants tels que benzene, hexane, etc. Toutefois, le fait 

J. Cirromatog., rq(rgG4) 209-227 
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Fig. 8. Bis-3,5-DNl3 de polyOthy16neglycols techniques. I = glycol tache sup6rieure (tache in% 
rieurc non iclcntifi0c) ; 2 = cli&hyl&neglycol; 3 = trit$thyli?neglycol; g = mBlsnge synth&ique des 
mono-, cli-, tri-, t&x-a- ct penta&hylbneglycols (mono et cli en faible proportion) ; 5 = PEG 200 ; 6 = 
PEG 300; 7 = PEG 400; 8 = PEG 500; CJ = PEG 600. Phase stationnaire : formamide (20 y. clans 
adtone) ; papier sbch& h 45O apr&s imprdgnation. Phase mobile : &her Othylique saturB de forma- 

micle. Dude de clQveloppcnxnt : 3 h. Temlkature: 17-1s~. 

quc la phase mobile soit constitude par un solvant unique constitue, en soi, une 
notable simplification, puisque tout risque de variation dans la composition de la 
phase mobile, pendant la duree du dkveloppement, se trouve &carte; l’obtention aisle 
de meilleurs resultats doit sans aucun doute &x-e attribuee pour une part a cet avantage. 

La manifestation simultanee de la disparition complete de l’allongement des 
taches et de l’insensibilit6. relative des Rp des constituants vis-a-vis de leur concen- 
tration dans les d&p&s, confirme A nos yeux l’existence d’un lien entre ces deux 
ph&iom&nes. 

La nettete particulitbe des Gparations obtenues avec ce systeme est t&s favo- 
rable B une etude quantitative de la composition des polyethyleneglycols techniques, 
etude qu’il est dans notre intention d’entreprendre. 
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UTILIS~ITJON DE SUPPOiCTS DE LA PHASE STATIONNATRE AUTRES QUE LE PAPIER 

Dsns la chromatographie sur papier impregne, le role du papier parait &-e simplement 
celui de support de la phase stationnaire. II est, d’ailleurs, sans doute souhaitable, en 
chromatographie de partage, clue le r61e du support soit aussi minime clue possible. 

Nous avow done pens6 qu’il etait -possible d’obtenir, par exemple sur couche 
mince ou sur colonne, impregnees de formamide, les m&mes resultats clue sur papier 
impregne. 

En etfet, nous avons obtenn les memes separations (des neuf A dix premiers 
termes des his3,5-DNB des PEG) et d’une qualit& Bgale, sur couche mince de Kiesel- 
guhr impregnee de formamide (au moyen d’une solution a 20 y0 clans i’acetone). 
Comme liant de la couche mince, plutbt que le phitre tres fragile, nous avons utilise 
la gomme du SdncSgal, laquelle donne un rev&ement tres adherent et tres resistant. 
Lh au&, la phase mobile ether &hylique sature de formamide donne de bonnes &- 
parations (taches rondes compktement s&par&es), tandis clue les melanges hesane- 
benz&ne donnent des taches allong& en V se recouvrant partiellement. On observe 
seulement une retention un peu plus grande des DNB (RF plus faibles). La revelation 
est effectuee de la m&me maniere clue sur papier (pulvkrisation de chlorure stanneux, 
puis de p-dimethylaminobenzald&yde) et les precautions prises (sechage A 45” apres 
impregnation en particulier) sont les memes. 

Des essais sur color-me (par exemple alumine imprkgnee de formamide) ont 
dgalement permis d’obtenir la separation des premiers termes des diesters 3+dini- 
trobenzolques des poly&hyl&ncglycols (dcpuis le quatrieme jusqu’au neuvieme) en 
quantites pond&ales (20-30 mg de chacun des constituants ont @te ainsi obtenus). 
L’dluant utilish Btait le melange hexane-bemAne, la quantite de benz&ne etant pro- 
gressivement accrue au fur et a mesure de l’&lution. 

La progression des zones dans la colonne etait suivie d’une part par leur pouvoir 
absorbant en lumi&-e U.V. r&lechie, et d’autre part par pesee des fractions @h&es (lc 
formamide’est insoluble dans les melanges hexane-benzene). Cette m&hode a toute- 
fois comme inconvknient la lenteur d’6lution des taches. 
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L’etude analytique des poly&thyleneglycols par chromatographie sur papier de leurs 
diesters 3,5-dinitrobenzoiques, telle qu’elle a Bte proposee par BORECI~ ET GASPART@, 

conduit a des resultats t&s interessants. Cependant, certaines irregularitrk (allonge- 
ment des taches, diffusion) reduisent la nettete des shparations. 11 a done &tc5 pro&de 
h une etude des causes de ces perturbations, 
mobiles, permettant d’obtcnir une nettete et 
les s&parations. 

ainsi qu’a la recherche d’autres phases 
une reproductibilite plus grandes clans 
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Cette dtucle a montre clue la cause essentielle de perturbation (formation de 
taches allongees se recouvrant partiellement) pouvait Btre attribuee h un des6quilibre 
entre quantite de phase stationnaire (formamide) et quantite de phase mobile (me- 
lange hesane-benzkne), en presence sur le papier. Un autre facteur, l’humidite pre- 
sente dans le papier imprc!gnB, ajoute ses effets au premier (taches diffuses). 

Une phase mobile, l’ether ethylique, en association avec le formamide comme 
phase stationnaire, s’est montree particulierement int6ressante : les taches obtenues 
sont presque rondes et leur s6paration ast complete. 

Des supports autres clue le papier pour la phase stationnaire (formamide) ont 
egalement et6 examines. L’utilisation de Kieselguhr en couche mince, lie h la gomme 
du SBn6ga1, et impregne de formamide, a donnk des s6parations de cIualite equivalente 
h celles obtenues sur papier imprkgnk. De mGme, la chromatographie sur color-me 
d’alumine imp&g&e de formamide a permis la s&par&ion de quantites pond&-ales 
des neuf premiers termes. 

SUMMARY 

Analysis of polyethylene glycols by paper chromatography of their bis-3,5-dinitroben- 
zoates according to the method of BORECIZ+ AND GASPARIC, gives useful results. 
However, some irregularities (elongation of the spots, diffusion) make the separations 
less distinct. Therefore the causes of these disturbances were studied and a search 
was made for other mobile phases with which better separations and greater repro- 
dicibility might be obtained. 

This investigation showed that the main cause of the disturbances (formation 
of elongated spots, partially overlapping) was a lack of equilibrium between the 
amount of stationary phase (formamide) and the amount of mobile phase (hexane- 
benzene mixture) present on the paper. Another factor, the moisture of the impreg- 
nated paper, has an additional effect (difkse spots). 

One mobile phase, ethyl ether used in conjunction with formamide as stationary 
phase, is particularly interesting, since the spots obtained are practically round and 
completely separated from each other. 

Other supports for the stationary phase (formamide) besides paper were also 
esamined. Thin layers of kieselguhr with Senegal gum as binding agent and impreg- 
nated with formamide, gave separations of the same quality as those obtained 
with Jmpregnated paper. Chromatography on columns of alumina likewise made it 
possible to separate weighable amounts of the first nine members of the series. 
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