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SUMMARY 

The j60ssibiZity of qzbantitative analysis of $rodwts separated by thidayer chromato- 
grafihy zvitlzozct clutiqag the j+wodztcts 

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 chroniatographie sur couches minces peut s’envi- 
sager de deux nanieres difftkentes, l’une necessitant 1’8lution du produit separd, 
l’autre faisant appel & une mesure directe sur la plaque apr&s separation. 11 se trouve 
clue, dans certaines circonstances, la premiere maniere ne peut &re appliquee du fait, 
d’une part d’une 6lution qui peut ne pas &re complete, d’autre part de la possibilite 
cl’entrainement d’impuret& appartenant &. l’adsorbant. La determination de la quan- 
titti de produit contenue dans la tache, en fonction de la surface de celle-ci, permettrait 
d’eviter ces difficult&s. De plus, cette methode aurait l’avantage d’&re relativement 
plus rapide clue la technique par Ablution. La difficult6 de la mesure directe est la 
determination de la relation la plus favorable existant entrc la surface S de la tache 
et la quantite Q de produit se trouvant dans cette tache. 

Plusieurs auteurs ont don& des conditions operatoires de cette technique ainsi 
clue la relation entre Q et S leur paraissant la meilleuref-O. Puis, en 1962, PURDY ET 

TRUTER ont montrc5 l’existence cl’une relation lineaire entre le logarithme de Q et la 
racine car&e de S. 11 nous a paru alors necessaire d’essayer de determiner des con- 
ditions “idc5ales” de dosage de produits s&pares sur couches minces en se rapportant 
a une courbe Btalon d’un corps de la mQme serie Btablie dans des circonstances 
identiques. 

J. Ch~omato~., 41 (1969) 205-2x9 
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PrQaration des j?h?agiwes 
Adsorbants: gel de silice GF,,, de Merck 

scion les doses classiques. 
Quantitks nhessaires pour les diffhentes 

plaques 200 X 200 mm: 

mis en suspension dans l’eau distill&e 

Bpaisseurs employ&es (e) et pour cinq 

e= 25op 37,s g de gel de silice pour 75 ml d’eau 
c = soo/,J 75 g de gel de silice pour 150 ml d’eau 
e = 75ot4J 112,s g de gel de silice pour zz5 ml d’eau 
e = 1ooop 150 g de gel de silice pour 300 ml d’eau 

L’Btalement se fait avec l’appareillage Quickfit. 
Le s6chage est d’une heure B temp6rature ambiante suivi d’une nuit i 55”; 

puis, ces plaques sont conserv6es au dessiccateur. Avant de les utiliscr, on repasse 
ces plaques une heure h 55”. 

Solvants at migrations 
Solvant No. I : Phase suphieure du rublange de PARTRIIXE~. 
Solvant No. 2 : Phase supcirieure du melange : ?z-butanol-ammoniaque & 25%- 

eau distillcSe (4:1:5), en volume. 
Solvant No. 3: Isobutanol-ammoniaque B 25°/o-lleptane-ac6tate d’Bthyle 

(40 : 5 : 5 : 8) , en volume. 
Dans tous les cas, la migration se fait sur une longueur de IO cm, aprhs 30 min 

de saturation, au moyen de notre appareillage dckrit pr6cc?demmentU. 

Rkve’latezcrs 
RBv&lateur RI : Rdactif de Dragendorff modif% par MUNIER ET MRCIIISBOISUI;~~. 
RBvcSlateur R2: R6actif basique au permanganate de potassiumll. C’est un 

mhlange extemporan6 en parties Bgales des deux solutions suivantes: solution A- 
MMnO,, 2 g, H,O, IOO ml; solution I3 -CO,Na, anhydre, 4 g, H,O, IOO ml. 

RBvBlateur R3 : RBactif & la ninhydrine”. Preparer: solution A-m&hylcyclo- 
hexanol, 3 ml, a&one, 7 ml; solution B -collidine, 3 ml, lutidine, g ml; reactif lui- 
mhne: solution A, IOO ml, solution B, 2 ml, ninhydrine, z g. 

Sohtion des COY$S & i%m?iey 

Nous avons employ6 des solutions alcooliques h. 0.5%. Les volumes des solu- 
tions, plachs au depart, l’ont Btt5 au moyen de capillaires calibr&, microcaps Drum- 
mend, 

Mewye des sacrfaces 
Dans les IO min qui suivent la r6v&lation, on mesure la surface des taches de 

la manike suivante: On ddcalque, avec une mine de crayon tr5s fine, la tache colorhe 
sur du papier millim&r& transparent. On compte le nombre de rnillim&res car&s des 
surfaces immddiatement sup&ieures et inf&ieures (Fig. I) et la moyenne des deux 
chiffres trouv6s sera la valeur de la surface. I. 

J, Clwomatog., 41 (1969) zop2Ig 
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Pig. I. IXtcrmination de In surface clcs tnclic:i. 

R$SULTATS 

D&termination des cowditiom i&ales de dosage- e’tablissenaent d’zme cowbe WaZon 
L’experience nous ayant montre que le contr8le qualitatif, par chromatographie 

sur couches minces, des corps de la serie 

I-(2-ph6nyl-2-all~oxy)-citl~yl piperazine 

oh R est un radical alkyl, donnait des resultats acceptables clans les conditions 
suivantes: plaques de gel de silice GFza4 Merck; epaisseur, 0.250 mm; solvant No. I 

mention& plus haut; revelateur RI indique plus haut. 
Nous avons done commence par 1’8tude quantitative, clans ces conditions la, 

du premier corps de la serie, soit 

CH-CH2 -N- 
I 

OCH3 
L-/N-H 

I-(2-phenyl-2-m&hosy)-ethyl piperazine 

Puis, ensuite, nous avons fait varier les valeurs de l’epaisseur de la plaque en 
prenant successivement : 0.50, 0.75 et I mm. Ayant ainsi determine 1’8paisseur la 
plus favorable, nous avons realis des essais avec les solvants No. 2 et 3, 

Enfin, dans une troisigme &ape, nous avons cherche a quel reactif, parmi les 
trois cites ci-dessus, le produit & doser Btait le ‘plus sensible, 

Nous exprimerons les resultats obtenus sous forme de tableaux dans lesquels 

J. Chromalog., 41 (1969) 205-219 
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nous avons note, pour chaque quantith clwomatograpl-ri&, d’une part la valeur 
moyenne sur 20 dosages des surfaces donndes en millimBtres carrh, logarithmes de 
ces surfaces, et racines car&es des surfaces, et, d’autre part, pour chacune de ces 
trois valeurs, 1’6cart moyen ainsi clue le pourcentage de cet &cart moyen. Ainsi, nous 
aurons dBtermin6 des conditions “id&ales” que nous appliquerons au dosage des corps 
de la meme s&ie. 

Les rhultats pour les kpaisseurs de 0.25 A I mm figurent dans les Tableaux I 
2, IV. 

La comparaison de ces diffhrents rckultats est faite de la manihre suivante : pour 
chaque Bpaisseur de gel de silice utilisk, nous avons calcul6 la moyenne des pour- 

TABLl~AU v 

COMPARAISON DES R$SULTATS POUR LES DIPFfiRENTES lk?AISSEURS DE COUCHES kXlDItiES 

0.250 0.500 0.750 1.000 

s 3.56 I .go 2.QO 5.7 
log s 0.53 0.50 0.70 I.3 
l/S 2.97 1.30 I .30 2.5 

centages des &carts moyens obtenus respectivement pour chacune des quantilh 
chromatographicies (Tableau V). Bien que ces chiffres ne soient pas tr&s diffkents 
pour les quatre Bpaisseurs employ&es, nous avons conserv4, pour la suite de l’exphi- 
mentation, la valeur de 0.5 mm pour l’cipaisseur de la couche de gel de silice. 

Avec la valeur ainsi d&ermir&e, nous avons aussi les rhultak obtenus avec le 
solvant No. I et le rc!v&ateur RI. Nous avons alors envisage les deux cas suivants 
oil n’intervient que la variation du solvant de migration: (a) solvant No. 2, e = 0.5 

mm, rck9ateur RI; (b) solvant No. 3, e = 0.5 mm, rh&lateur RI. Les Tableaux VII 

TABLBAU VI 

CoMPARArsoN DES R$sULTATS POUR Lw TROIS SOLVANTS BTUDI~ 

Soh.Jnnl No. 

I 2 3 

s I.9 4.1 5.8 
108 s 0.50 0.77 I.5 
l/S I.30 2.05 3.2 

et VIII portant sur les mhnes paramhtres que les pr&xSdents donnent les rhsultats 
pour les deux systhmes. 

La d&ermination du solvant le meilleur se fait de la m&ne faGon que celle de 
1’8paisseur id&ale. Les rckultats du Tableau VI montrent, sans ambiguite, que nous 
devrons continuer avec le solvant No. I. 

-11 ne nous restait done que le variable r&v&lateur h. Studier. Nous avons alors 

J. Clwornatog., 6f.I (1gGg) 205-219 
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TABLEAU XI 

corwAR~ksoN DES RIMJLTATS POUR ~93~~~01 DES TROIS RBV~~LATEURS kTu~h3 

S I.90 5.90 II.ZO 

Log s 0.50 I.-IO 3.00 
I/s 1.30 2.90 6.70 

exami&. les deux cas suivants et les avons cornpar& en employant les mhnes crithes 
clue prcUdemment oil e = 0.5 mm, solvant No, I, r&dlateur RI : (a) e = 0.5 mm, 
solvant No. I, r&Aateur R2; (b) e = 0.5 mm, solvant No. I, rc%Aateur R3. Les 
rhsultats obtenus figurent clans les Tableaux IX et X et les comparaisons de ces 
rhultats dans le Tableau XI. 

Ce dernier tableau, qui est la syntlhe des rhsultats pr&Alents, montre que le 
cas ideal d&ermine par cette m&hode donne les conditions suivantes: couche de gel 
de silice GF,,, avec une Bpaisseur de 0.5 mm, solvant No. I (phase supdrieure du 
melange de PARTRIDGE), rh6lateur RI (Dragendorff modifi6 par MUNIER ET MACHE- 
BOEUF). 

Fig. 2. Courbc I: S = f(Q). 

EO- 

70- 

$60- 
E 
g 

50- 

Fig. 3. Courbc II : S = f(log Q), 

Par conshluent, les r&ultats du Tableau II nous ont perks de voir les condi- 
tions d’dtalonnage les plus favorables. A l’aide de ceux-ci, nous avons construit les 
six courbes possibles ci-aprhs ce qui, aprhs toute l!exp&imentation, nous donnera la 
possibilitd de ne conserver clue celle qui donne la meilleure prkision (Figs. 2-7). 

Courbe I: S = f(Q) 
Courbe II : S = f(log Q) 
Courbe III : log S = f(Q) 

Courbe IV: log S = f(log Q) 
Courbe V: 2/S = f(Q) 
Courbe VI : 2/S = Wg Q) 

J. Chromatog.. 41 (1969) 2os-z1g 
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1.9 - 

1 .8d I I I f I 
100 125 

t I I I t 
25 50 1.6 1.7 1.8 1.9 2.0 2.1 

log Q 

Fig. 4. Courbe III : log S = f(Q). Fig. 5. Courbc IV: log S = f(log Q). 

L’examcn de ces courbes montre que la. relation entre les quantit& de produit 
~3. doser et les surfaces des taches correspondantes n’est lin6aire en tr&s bonne approxi- 
mation, clue pour les cas: S = f(Q), log S = f(Q) et 4.S = f(Q), autrement dit, dans 
tous les cas oh l’on emploie la quantitd Q et non son logarithme. Ceci n’est pas en 
accord avec les rCsultats de PURDY ET TRUTER~~ et de NYBOM~~ qui, eux, trouvaient 
que la lMarit.6 des courbes Btait meilleure si l’on utilisait le logarithme de Q comme 
variable et non Q lui-meme. On peut remarquer que dS = f(log Q) et log S = f(log Q) 
sont t&s pr&s d’une allure lin6aire alors q_ue S = f(log Q) ne l’est pas du tout. 

Fig. 6. Combo V : r/S = f(Q), Fig. 7, Courbc VI : I/S = f (log Q). 

Dosage de $voduits de la m&me s&ie hosmologue afit& migration im%viduelZe 

m&me 
Ayant obtenu les r&sultats pr&z$dents, nous avons essay6 de verifier si, par la 
m&hode, lc dosage de produits de la m$me s6rie homologue Btait valable. Nous 

avons done experiment6 les corps suivants: 

o- 9b WI-Cl+-N 
I 

OC2b 
UN+ 

I-(z-phBnyl-2-&hoxy)-&thy1 pipkazine 
.J, Ckvomatog,, 41 (1969) zo,pzIg 
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o- vJ I 

r\ 
CH-CH2- N 

OC4H9 
L-/N-H 

I-(z-phenyl-z-w-butoxy)-ethyl piperazine 

Les solutions utilisees ont (5te ici aussi A. 0.5% dans l’ethanol et les r&ultats 
ont dtcS r&w& de la m&me maniere clue pour 1’6tablissement de la courbe dtalon avec 

c?- P I 
Cl-l-Cl-l2 -N 

OCH3 
UN+ 

Ces resultats figurent dans les Tableaux XII et XIII. 
Si, comme pour l’etalonnage, nous faisons, pour la valeur S, la moyenne des 

pourcentages des &arts moyens, nous constatons qu’elle est de 9.5 pour R = -CsH, 
et de 10.1 pour R = -C&T, alors que nous avions obtenu 1.90 pour R = -CH,. 11 
semblersit done que l’influence du radical alkyl s’exerce ici, soit sur la migration des 
produits, soit sur la sensibilite au reactif et plus probablement sur ces deux facteurs. 

Pour chacune des quant i t&s envisagees, nous avons rapport6 les resultats 
trouves aux six courbes d’etalonnage determinees dans la partie Prdjxzralio~z des 
+Zaqmzs. Puis, dans chaque cas, nous avons calcule les &arts entre la quantite trouvee 
et la quantitd rhellement mise au depart ainsi que le pourcentage de ces &arts. Tous 
ces resultats figurent dans les Tableaux XIV et XV. 

EXAMENS DES RlhULTATS ET CONCLUSIONS 

Pour les deux corps doses, les courbes donnant les r&ultats les plus p&is ne 
sont pas les mQmes. Ceci n’est pas logique et permet deja d’avoir des doutes serieux 
sur la validite de la possibilitd de dosage envisagee. 

Les trois corps Studies ont les Rp suivants: 0.28, 0’36 et 0.43. Ce fait amene 
une configuration des taches legerement differentes d’oh, comme nous l’avions d&j& 
remarque, une plus grande dispersion des r&ultats au fur et & mesure de l’augmenta- 
tion des RF. 11 est apparu aussi, A. la r&&lation, que la teinte des taches dans les corps 
oh R est soit -O&H,, soit -OC,H, n’&ait pas tout & fait la m&me (plus faible, plus 
resee) que celle du corps de reference oh R est -OCl&. .On peut done penser avec 
certitude que le meilleur dosage ne serait possible qu’en ayant une courbe Btalon 
6tablie avec le corps a doser lui-m&me. D’oh la nBcessit& de possdder une certaine 
quantite extrZzmement pure de ce corps, Ceci peut Btre difficile oit m&me impossible 
si l’on a & faire & un corps nouveau, ou si l’on veut suivre la cinetique de formation 
d’une nouvelle molecule. 11 y a done la une limitation asset substantielle de la me- 
thode. 

On peut aussi remarquer, sur ces r&ultats, que la linearite ou la nonlinearitf5 
des courbes &talons utilisees n’a pas d’influence sur le manque de precision des r8sul- 
tats trouves. 

En conclusion, il ne semble pas que cette methode de dosage direct, pour des 
corps d’une serie homologue, puisse Qtre employee pour obtenir des resultats pr&is. 
Ne donnant pas plus de 8% environ de precision, elle parait nettement insuffisante. 

J. CAromatog., 41 (1969) 2op21g 



LA P~~sIBILLT$ DE DOSAGE SANS BLuTIoN DES PRoDUITS 219 

Actuellement, nous Btudions, sur la m&me s6rie homologue, la validite, soit de la 

formule de PURDY ET TRUTER~~, soit de sa variante donnee par NYBOM~~. Une publi- 

cation ulterieure fera le point de ces resultats. 
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RkSUMti 

Dans cet article, on determine la possibilit6 et la precision d’un dosage de corps 
d’une serie homologue s&pares par chromatographie sur couches minces par mesure 
de la surface des taches don&es par ces corps. 

La premiere partie donne la determination des conditions ideales et la construc- 
tion d’une courbe Btalon. La deuxieme partie donne les resultats de l’application $e 
cette methode B des corps de la serie Btudiee. 

BIBI.JOGRAPIIIE 

I 0. S. PRIVETTETH. L. BLANKJ. Lipid.Res., 2 (x96x) 37. 
2 O.S.PRIVETT, H.L. BLANK ET W.O. LUNDBERG, J. Am.OilChemists’ Sot., 38 (1961) 312. 
3 A. SEHER, Nahvung, 4 (1960) 466. 
4 A. SEWER, MiiWOGhi?% Acta, (1961) 308. 
5 R.B. FI~I-IER, D.S.I?ARSONS ET G. ~.MORRI~ON, Natuve, IGI (1948) 764. 
6 R.B. FISWER, D.S.PARSONS ET R.HOLMES, Nature, 164 (1949) 183. 
7 S.J.PURDY ET E.V.TRUTER,C~~~. Ind. (Lovzdofi), (1962) 506. 
8 S. A. PARTRIDGE, BiOGhcm. J,, 42 (1948) 241. 
g R. BONDIVENNE ET N. BUSCR, J. Chromatog., 2g (1967) 349. 
IO KMUNIER ET M.MACHEBOEUF, BUZZ. SOG. Chim. BioL, 33 (1951) 846. 
II G. PATSUKA ET II. J. PETROWITZ, Clccmiizer Ztg., 86 (1962) 311. 
12 S.J.PURDY ET E.V.TRUTER, Analyst, 87 (x962) 803. 
13 N. NYBOM, J. Ckronaafofi., 28 (1967) 447. 

J. Chromatog., 41 (1969) 205-219 


