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DE LA POSSIBILITE DE DOSAGE SANS ELUTION DE PRODUITS
SEPARES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHES MINCES

R. BONDIVENNE, J. STMOND T N. BUSCH
Département Chimie Ovganique, C.JZ.R.M., Route de Marsal, 63 Riom (France)

(Regu le 27 janvier 1969)

SUMMARY

The possibility of quantitative analysis of products sepavated by thin-layer clhromato-
graphy without eluting the products

The possibility and precision of quantitative analysis of a series of homologous
substances separated by thin-layer chromatography are determined by measuring
the areas of the spots.

The ideal conditions are determined and a calibration curve is constructed.

The results of application of the method to substances belonging to the series studied
are given.

INTRODUCTION

L’analyse quantitative par chromatographie sur couches minces peut s’envi-
sager de deux maniéres différentes, l'une nécessitant 1'élution du produit séparé,
I'autre faisant appel & une mesure directe sur la plaque aprés séparation. Il se trouve
que, dans certaines circonstances, la premiére maniére ne peut étre appliquée du fait,
d’une part d’une élution qui peut ne pas étre compléte, d’autre part de la possibilité
d’entrainement d’impuretés appartenant a ’adsorbant. La détermination de la quan-
tité de produit contenue dans la tache, en fonction de la surface de celle-ci, permettrait
d’éviter ces difficultés. De plus, cette méthode aurait l'avantage d’étre relativement
plus rapide que la technique par élution. La difficulté de la mesure directe est la
détermination de la relation la plus favorable existant entre la surface S de la tache
et la quantité Q de produit se trouvant dans cette tache.

Plusieurs auteurs ont donné des conditions opératoires de cette technique ainsi
que la relation entre Q et S leur paraissant la meilleure!-¢, Puis, en 1962, PURDY ET
TRUTER ont montré l'existence d’une relation linéaire entre le logarithme de Q et la
racine carrée de S7. Il nous a paru alors nécessaire d’essayer de déterminer des con-
ditions “idéales’” de dosage de produits séparés sur couches minces en se rapportant

4 une courbe étalon d’'un corps de la méme série établie dans des circonstances
identiques.
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TECHNIQUE EXPERIMENTALE

Préparation des plagues

Adsorbants: gel de silice GFy;; de Merck mis en suspension dans 'eau distillée
selon les doses classiques.

Quantités nécessaires pour les différentes épaisseurs employées (e) et pour cinq
plaques 200 X 200 mm:

e = 250U 37.5 g de gel de silice pour 75 ml d’eau
e = 500U 25 g de gel de silice pour 150 ml d’eau
e= 750 112.5 g de gel de silice pour 225 ml d’eau
¢ = 1000 U 150 g de gel de silice pour 300 ml d’eau

L’étalement se fait avec l'appareillage Quickfit.

Le séchage est d’une heure a température ambiante suivi d’une nuit & 55°;
puis, ces plaques sont conservées au dessiccateur. Avant de les utiliser, on repasse
ces plaques une heure a 55°.

Solvants et migrations

Solvant No. 1: Phase supérieure du mélange de PARTRIDGES,

Solvant No. 2: Phase supérieure du mélange: n-butanol-ammoniaque & 259,—
eau distillée (4:1:5), en volume. '

Solvant No. 3: Isobutanol-ammoniaque & 259%—heptane-acétate d’éthyle
(40:5:5:8), en volume.

Dans tous les cas, la migration se fait sur une longueur de 10 cm, aprés 30 min
de saturation, au moyen de notre appareillage décrit précédemment®.

Révélateurs
Révélateur R1: Réactif de Dragendorff modifié par MUNIER ET MACHEBOEUF!®,
Révélateur R2: Réactif basique au permanganate de potassium!l. C’est un
mélange extemporané en parties égales des deux solutions suivantes: solution A—
KMnO,, 2 g, H,O, 100 ml; solution B—COQOgzNa, anhydre, 4 g, H,O, 100 ml.
Révélateur R3: Réactif a4 la ninhydrine?. Préparer: solution A—méthylcyclo-
hexanol, 3 ml, acétone, 7 ml; solution B-—collidine, 3 ml, lutidine, g ml; réactif lui-
méme: solution A, 100 ml, solution B, 2 ml, ninhydrine, 2 g.

Solution des corps a étudier

Nous avons employé des solutions alcooliques & 0.5%,. Les volumes des solu-
tions, placés au départ, l'ont été au moyen de capillaires calibrés, microcaps Drum-
mond.,

Mesurve des surfaces

Dans les 10 min qui suivent la révélation, on mesure la surface des taches de
la maniére suivante: On décalque, avec une mine de crayon trés fine, la tache colorée
sur du papier millimétré transparent. On compte le nombre de millimeétres carrés des
surfaces immeédiatement supérieures et inférieures (Fig. 1) et la moyenne des deux
chiffres trouvés sera la valeur de la surface. x
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Tig. 1. Détermination de la surface des taches.

RESULTATS

Détermination des conditions idéales de dosage—établissement d’une courbe étalon

L’expérience nous ayant montré que le contréle qualitatif, par chromatographie
sur couches minces, des corps de la série

CH— CHg—N N—H
! ./

OR
1-(2-phényl-2-alkoxy)-éthyl pipérazine

olt R est un radical alkyl, donnait des résultats acceptables dans les conditions
suivantes: plaques de gel de silice GF,;, Merck; épaisseur, 0.250 mm; solvant No. 1
mentionné plus haut; révélateur Rr indiqué plus haut.

Nous avons donc commencé par 1'étude quantitative, dans ces conditions 14,
du premier corps de la série, soit

@—-C{:H'—-CHQ—N N—H

OCHy
1-(2-phényl-2-méthoxy)-éthyl pipérazine

Puis, ensuite, nous avons fait varier les valeurs de I’épaisseur de la plaque en
prenant successivement: 0.50, 0.75 et T mm. Ayant ainsi déterminé 1'épaisseur la
plus favorable, nous avons réalisé des essais avec les solvants No. 2 et 3.

Enfin, dans une troisi¢éme étape, nous avons cherché & quel réactif, parmi les
trois cités ci-dessus, le produit a doser était le plus sensible,

Nous exprimerons les résultats obtenus sous forme de tableaux dans lesquels

J. Chvomalog., 41 (1969) 205—-219
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nous avons noté, pour chaque quantité chromatographiée, d'une part la valeur
moyenne sur 20 dosages des surfaces données en millimeétres carrés, logarithmes de
ces surfaces, et racines carrées des surfaces, et, d’autre part, pour chacune de ces
trois valeurs, l’écart moyen ainsi que le pourcentage de cet écart moyen. Ainsi, nous
aurons déterminé des conditions “idéales’’ que nous appliquerons au dosage des corps
de la méme série.

Les résultats pour les épaisseurs de 0.25 a 1 mm figurent dans les Tableaux I
alv.

La comparaison de ces différents résultats est faite de la maniére suivante: pour
chaque épaisseur de gel de silice utilisée, nous avons calculé la moyenne des pour-

TABLEAU YV

COMPARAISON DIES RESULTATS POUR LES DIFFERENTES LPAISSEURS DE COUCHES ETUDIELES

e (mm)

0.250 0.500 0.750 7,000
S 3.56 1.90 2.80 5.7
log S 0.83 0.50 0.70 I.3
V'S 2.97 1.30 1.30 2.5

centages des écarts moyens obtenus respectivement pour chacune des quantités
chromatographiées (Tableau V). Bien que ces chiffres ne soient pas trés différents
pour les quatre épaisseurs employées, nous avons conservé, pour la suite de I’expéri-
mentation, la valeur de 0.5 mm pour l'épaisseur de la couche de gel de silice.

Avec la valeur ainsi déterminéde, nous avons aussi les résultats obtenus avec le
solvant No. 1 et le révélateur R1. Nous avons alors envisagé les deux cas suivants
on1 n'intervient que la variation du solvant de migration: (a) solvant No. 2, € = 0.5
mm, révélateur R1; (b) solvant No. 3, ¢ = 0.5 mm, révélateur R1. Les Tableaux VII

TABLEAU VI

COMPARAISON DES RESULTATS POUR LES TROIS SOLVANTS LTUDILS

Solvant No.

I 2 3

S 1.9 4.1 5.8
log S 0.50 0.77 1.5
V'S 1.30 2.05 3.2

et VIII portant sur les mémes paramétres que les précédents donnent les résultats
pour les deux systémes.

La détermination du solvant le meilleur se fait de la méme fagon que celle de

I’épaisseur idéale. Les résultats du Tableau VI montrent, sans ambiguité, que nous
devrons continuer avec le solvant No. 1.

‘Il ne nous restait donc que le variable révélateur 4 étudier. Nous avons alors

J. Chromatog., 41 (1969) 205-~219
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TABLIEAU XI

COMPARAISON DES RESULTATS POUR L'EMPLOI DES TROIS REVELATEURS LETUDIES

Révélateur

R Rz R3
S 1.90 5.90 I1.20
Log S 0.50 1.40 3.00
V'S 1.30 2.90 6.70

examiné les deux cas suivants et les avons comparés en employant les mémes critéres
que précédemment oll ¢ = 0.5 mm, solvant No. 1, révélateur R1: (a) ¢ = 0.5 mm,
solvant No. 1, révélateur R2; (b) ¢ = 0.5 mm, solvant No. 1, révélateur R3. Les
résultats obtenus figurent dans les Tableaux IX et X et les comparaisons de ces
résultats dans le Tableau XI.

Ce dernier tableau, qui est la synthése des résultats précédents, montre que le
cas idéal déterminé par cette méthode donne les conditions suivantes: couche de gel
de silice GFy;, avec une épaisseur de 0.5 mm, solvant No. 1 (phase supérieure du

mélange de PARTRIDGE), révélateur R1 (Dragendorff modifié par MUNIER ET MACHE-
BROEUF).

80 80
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Fig. 2. Courbe I: S = {(Q). IFig. 3. Courbe II: S = f(log Q).

Par conséquent, les résultats du Tableau II nous ont permis de voir les condi-
tions d’étalonnage les plus favorables. A I’aide de ceux-ci, nous avons construit les
six courbes possibles ci-aprés ce qui, aprés toute I'expérimentation, nous donnera la
possibilité de ne conserver que celle qui donne la meilleure précision (Figs. 2-7).

Courbe I: S = £(Q) Courbe IV: log S = f(log Q)
Courbe II: S = f(log Q) Courbe V: 4/S = f(Q)
Courbe III: log S = f(Q) Courbe VI: +/S = {(log Q)

J. Chrvomalog., 41 (196Q) 205-219
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Fig. 4. Courbe III: log S = f(Q). Fig. 5. Courbe IV: log S = f(log Q).

L’examen de ces courbes montre que la relation entre les quantités de produit
a doser et les surfaces des taches correspondantes n’est linéaire en trés bonne approxi-
mation, que pour les cas: S = f(Q), log S = f(Q) et 4/S = (Q), autrement dit, dans
tous les cas ol I'on emploie la quantité Q et non son logarithme. Ceci n’est pas en
accord avec les résultats de PURDY ET TRUTER!? et de NyBoM!3 qui, eux, trouvaient
que la linéarité des courbes était meilleure si 'on utilisait le logarithme de Q comme
variable et non @ lui-méme. On peut remarquer que /S = f(log Q) etlog S = f(log Q)
sont trés prés d'une allure linéaire alors que S = f(log Q) ne I’est pas du tout.

Vs V5

o.0f / 0.0

sof 8o

20k 10k /

6% 265 80 75 100 125 8065 8 5 20 Zi
atug) log @

Fig. 6. Courbe V: S = f(Q). Fig. 7. Courbe VI: y'S = f(log Q).

Dosage de produits de la méme sévie homologue aprés migvation individuelle
Ayant obtenu les résultats précédents, nous avons essayé de vérifier si, par la

méme méthode, le dosage de produits de la méme série homologue était valable. Nous
avons donc expérimenté les corps suivants:

CH—CH -_N [l ]
| TN/

OCzoHg

1-(2-phényl-2-éthoxy)-éthyl pipérazine
J. Chromatog., 41 (1969) 205~219
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gD
CH—CHy— N N—H
|

OC4Hg
1-(2-phényl-2-n-butoxy)-éthyl pipérazine

Les solutions utilisées ont été ici aussi & 0.59%, dans ’éthanol et les résultats
ont été relevés de la méme maniére que pour l’établissement de la courbe étalon avec

@-CH—-CHa——N‘ N —H
[ \—/

OCH3

Ces résultats figurent dans les Tableaux XII et XIII.

Si, comme pour l'étalonnage, nous faisons, pour la valeur S, la moyenne des
pourcentages des écarts moyens, nous constatons qu’elle est de 9.5 pour R = -C,Hj,
et de 10.1 pour R = —-C4H,, alors que nous avions obtenu 1.go pour R = —-CH,. Il
semblerait donc que 'influence du radical alkyl s‘exerce ici, soit sur la migration des
produits, soit sur la sensibilité au réactif et plus probablement sur ces deux facteurs.

Pour chacune des quantités envisagées, nous avons rapporté les résultats
trouvés aux six courbes d’étalonnage déterminées dans la partie Préparatiorn des
plagues. Puis, dans chaque cas, nous avons calculé les écarts entre la quantité trouvée
et la quantité réellement mise au départ ainsi que le pourcentage de ces écarts. Tous
ces résultats figurent dans les Tableaux XIV et XV, '

EXAMENS DES RESULTATS ET CONCLUSIONS

Pour les deux corps dosés, les courbes donnant les résultats les plus précis ne
sont pas les mémes. Ceci n’est pas logique et permet déja d’avoir des doutes sérieux
sur la validité de la possibilité de dosage envisagée.

Les trois corps étudiés ont les Ry suivants: 0.28, 0.36 et 0.43. Ce fait ameéne
une configuration des taches légérement différentes d’oll, comme nous l’avions déja
remarqué, une plus grande dispersion des résultats au fur et & mesure de 'augmenta-
tion des Ry. Il est apparu aussi, & la révélation, que la teinte des taches dans les corps
ou R est soit ~OC,H;, soit —-OC,H, n’était pas tout i fait la méme (plus faible, plus
rosée) que celle du corps de référence ot R est —OCH,. On peut donc penser avec
certitude que le meilleur dosage ne serait possible qu’en ayant une courbe étalon
établie avec le corps 4 doser lui-méme. D’ol1 la nécessité de posséder une certaine
quantité extrémement pure de ce corps. Ceci peut étre difficile ot méme impossible
si I’on a a faire & un corps nouveau, ou si I’on veut suivre la cinétique de formation
d’une nouvelle molécule. I1 y a donc 14 une limitation assez substantielle de la mé-
thode.

On peut aussi remarquer, sur ces résultats, que la linéarité ou la nonlinéarité
des courbes étalons utilisées n’a pas d’influence sur le manque de précision des résul-
tats trouvés.

En conclusion, il ne semble pas que cette méthode de dosage direct, pour des
corps d’une série homologue, puisse étre employée pour obtenir des résultats précis.
Ne donnant pas plus de 8% environ de précision, elle parait nettement insuffisante.

J. Clvomatog., 41 (1969) 205-219
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Actuellement, nous étudions, sur la méme série homologue, la validité, soit de la
formule de PURDY ET TRUTER!?, soit de sa variante donnée par Nysom!?, Une publi-
cation ultérieure fera le point de ces résultats.

REMERCIEMENTS

Nous tenons i remercier Monsieur le Professeur DUCHENE-MARULLAZ, Directeur
Scientifique du C.E.R.M., pour la bienveillante attention qu’il a apportée a ce travail,
ainsi que Madame CLAUDE DussaP dont l'aide technique nous a été précieuse.

RESUME

Dans cet article, on détermine la possibilité et la précision d'un dosage de corps
d'une série homologue séparés par chromatographie sur couches minces par mesure
de la surface des taches données par ces corps.

La premiére partie donne la détermination des conditions idéales et la construc-
tion d’une courbe étalon. La deuxiéme partie donne les résultats de 1'application de
cette méthode A des corps de la série étudide.
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