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SUMMARY 

The $ossibiZity of quantitative analysis of @odm% se$arated by thin-layer chromato- 
gra$hy without eluting the @oducts. Part. II. The range of validity of a formula essential 
to j5ermit this determination 

The validity of a mathematical formula correlating the amount spotted of a 
compound and the sole area of the spot obtained after migration on a thin layer has 
been investigated. The experimental technique and the reasons which have led to its 
utilisation are explained and the results obtained are discussed. 

INTRODUCTION 

A la fin de la premiere partie de cet article1 ou nous concluions que la methode 
envisagee sernblait nettement insuffisante, nous disions que nos recherches nous 
amenaient a Studier la validite de la for-mule donnee par PURDY ET TRUTER~. La 

deuxi&me partie de ce travail traite de ce probleme. 

RAPPELDELAFORMULEDE PURDY ETTRUTER 

Ces auteurs ,ont fait migrer, en chromatographie sur plaque, des quantites 
don&es, Qc, de produits a etudier et ont mesure les surfaces, St, correspondantes. 
11s ont alors constate que la relation entre Qd et St Btait lineaire, done de la forme 

Y = ax +..b, entre log. Qi et +g (bibl. 3). 
A partir de ces resultats exp&irnentaux, ils ont propose l’application suivante: 

(a) Migration sur une m&me plaque d’une quantite X inconnue d’un produit, d’une 
quantite D dilution de cette quantitb et d’une quantite Q d’un produit standard. 
(b) Application de la relation 1/S{ = a log Qi + b a ces trois cas. L’elimination des 
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constantes a et b, considbrhes comme identiques, entre les trois relations ainsi obtenues, 
amene h la formulc suivante: 

dans laquelle, on a : 

x = quantite d6posee inconnuc du produit a doser, 
Q = quantite d6posee connue du produit standard, 

SQ = surface, apres migration, de la tache correspondant 
Sx = surface, apres migration, de la tache correspondant 
SD = surface, apres migration, de la tache correspondant 
cl = dilution de D par rapport a X. 

C’est done cette formule clue nous avons appliquee et tentee de verifier. 

TECHNIQUE EXPtiRIMENTALE 

I1 a souvent et6 signal&, dans la litterature, les difficult& d’obtention de re- 
productibilite & la fois des spots de depart, et des RI;I des taches correspondantes. 
DALLAS~ et FAIRBAIRN~, entre autres, ont pass& en revue tous les points qu’ils pensaient 
Ctre la cause de ces inconvenients et ils ont proposal des methodes et des techniques 
qui, d’apres leurs travaux, permettraient d’eviter ces Bcueils. L’etude de ces articles 
nous a permis d’adopter le processus suivant. 

Pr@aration des plaques 
Nous avons utilise deux sortes de plaques: (I) plaques de Gel de Silice GFzh4 

(Merck), Bpaisseur 0.250 mm, preparees suivant la methode donnee precedemmentr 
et (2) plaques de Gel de Silice FzbQ (Merck) pr&&al6es sur feuilles d’aluminium. Dans 
les conditions experimentales d&rites ici, les resultats obtenus etaient comparables. 

Les solvants utilises etaient comme suit : solvant No. I, phase superieure du 
melange de PARTRIDGI? ; solvant No. 2, H-COOC,H,-H-COOH-toluene (4: I : 5) en 
volume. 

Re’vklateaws 
RCvelateur pour les amines : reactif de Dragendorf modifie par MUNIER 

ET MACHEBOEUF~; pour les flavonoldes reactif au Cl& suivi d’un passage aux UV 
a 254 et a 365 rnp (bibl. 8). 

Mise en place des spots de d$art 
Pour les deux sortes de produits 6tud.i& (amines et flavonoydes) nous nous som- 

mes servis de solutions ethanoliques aux concentrations necessaires pour pouvoir 
deposer chaque fois le meme volume de 4 ,ul. Ce d&p& a 6th fait au moyen de capillaires 
calibres, microcaps Drummond, et le solvant a et& evapore sous courant d’air froid. 

Mesure ciks surfaces 
Nous avons utilish la methode la. plus simple donnee B la fois par PWRDY ET 
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TRUTER~ et par NYBOMO et aussi employee par nousmemes prtkedemmentf. On a 
decalque, avec une mine de crayon tres fine, la tache coloree sur du papier millim&.r~ 
transparent; puis on a compte le nombre de millimetres carres des surfaces imme- 
diatement supkieures et immediatement infkieures au contour ainsi obtenu et la 
moyenne des deux chiffres trouv6s sera la valeur utilisable de la surface. 

Czcves et w&ration 
Apres avoir Ctudie les travaux de HONNEGER~~ nous avions construit un dis- 

positif permettant B la fois une saturation preliminaire des cuves en vapeurs de solvant 
et une p&-saturation des plaques apres mise en place des spot+. Depuis, la litterature 
nous a, de nouveau, montre l’influence de ces facteurs, mais alli& a d’autresar 12-14. 
En fonction de ces don&es, nous avons concu les dispositifs et la technique suivante : 

Pour chaque solvant, la cuve employee durant toute l’exp&imentation fut la m&me, 
trois de ses parois &ant recouvertes de papier Whatman No. 3. La saturation de la 
cuve en vapeur de solvant et la presaturation de la plaque furent realisees avec notre 
precedent appareillage 11. De plus, nous avons place tout ce dispositif dans une en- 
ceinte construite specialement afin de maintenir, d’un part des temperatures les plus 
proches possible d’une migration &. l’autre et, d’autre part, une temperature constante 
durant tout le temps de l’experience. Cet appareillage est schematise dans la Fig. I. 

L’isolant des parois est un revatement de polystyrene expanse; le couvercle de cette 
enceinte est en plexiglass de un centim.&tre d’epaisseur; un dispositif a tirette permet 
de redresser doucement la cuve. 

Finalement, afin de conserver, pour chaque dep6t envisag6, des formes de taches 
comparables et de surface constante, nous avons adopt& la technique de “l’overrun- 

-.- 

.- - i 
i 
i 

,3+* 
I 
I 
I 
i 

Pig. I. Enceinte isothcrmiquc avcc support de cuve. (I) couverclc dc .plcxiglass; (2) isolant en 
polystyrhnc cxpsns6; (3) rev6tcmcnt extdricur en contre-plaqu6; (4) support pour In cuvc inclinde; 
(5) tale support ct tirettc. Les dimensions sont cn millimbtres. 
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ning” d&rite par DALLAS 4. La technique utilisGe est done la suivante: DBp8t des 
spots A. 2 cm du bord inf&ieur de la plaque. Coupure dans la couche de gel de silice 
h 12 cm de ce meme bord; par conskluent, la longueur de migration est de IO cm. 
Mise en place de la plaque dans la cuve inclinde sur le support, la face recouverte de 
gel de silice tour&e en dessous comme le montre la Fig. 2. J&e tout est plack dans l’en- 
ceinte isothermique et laissh en position de p&-saturation durant 60 min, ce qui 
permet aussi d’atteindre un Bquilibre thermique int&ieur. A la fir1 de ce temps, la 
cuve est redress& et la migration se fait. Lorsquc le solvant a atteint la coupure de 
la couche adsorbante, on laisse encore le solijnt avancer durant 15 min. Cette p&-iode 
&ant &zoul&e les plaques sont sorties de la cuve, s&h~es, r&&5es et les surfaces sont 
mesurdes comme il a Btd dkrit au paragraphe pr&Gdent. 

Fig. 2. Cuve cn position clc pr&uturation. (I) plaque clc chromatograpl~ic ; (2) couchc cl’aclsorlmnt ; 
(3) solvant; (4) support de cum; (5) talc support ct tirctte. 

RtiSULTATS 

Essai saw u3ac rbvklation par r&action colorbe 
Pour Studier la formule de PURDY ET TRUTER, dans ce cas, nous avons employ& 

la trihexylamine. Le solvant utilisb &ait le solvant No. I et le r&&lateur, celui de 
Dragendorff modifidpar MUNIER ET MACHEBOEUF. 

Nous avons pro&d& B plusieurs sortes d’essais: (a) Essai oh, sur une plaque, 
migraient la solution standard Q, la solution consid&e comme~ inconnue _X et sa dilu- 
tion D et (b) essai 051 nous avons place au ddpart les quantit& IO, 20, 30, 40 et 50 ,ug, 

(a) Essai ou migraidnt Zes sohctions Q, X et D. Sur chaque plaque, nous avons 
place les spots de ddpart dans des ordres varik: Q, S, D ; Q, D, S; S, D, Q ; D, Q, X. 
Nous avons pris les trois sciries de valeurs donnhes dans le Tableau I. Pour chacune 
de ces series dix plaques ont Bt8 faites si bien que les r&ultats don&s sont la moyenne 
de 40 mesures pour chaque spot obtenu. 
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(b) Essai o&nozcs avons place’ au d&art les pant&% IO, 20, 30, 40 et 50 ,ug. Sur 
chaque plaque ont m&C ensemble trois series de ces quantites et dans chacune d’elles 
nous avons fait varier les ordres de voisinage des spots. Nous avons fait vingt plaques 
de cette mani&re si bien que les resultats donnes sont la moyenne de 60 mesures 
pour chaque tache obtenue. Sur le Tableau II figurent les r&ultats complets relatifs 
it la premiere serie, sur le Tableau III, les resultats des rnesures de la deuxieme serie 
et sur le Tableau IV, les resultats complets se rapportant aux differentes combinaisons 
possibles de D, X et Q acquises & partir des resultats du Tableau III. 

TABLEAU1 

QUANTITl% Q, D, x PRISES POUR LES 3 Sl%RIES l?TUDIlhS 

r&Ye skvie 

bw) 

ahas drie 3thc s&G 

kr) &!9 

s 20 I2 IO 30 
30 15 

X 40 20 20 

TABLEAU11 

RlhJLTATS COMPLETS DES ESSAIS DE LA PREMIl%RE S&RIE 

QuantitS dkpose’e (pg) Pour la quantilO inconnzce X x trouvk l?;caYt enlYe les 

Q D X d 
(PA4 qzcanlil8s d$osbes 

et lrouvfA?s (%) 

20 30 40 x07.= z!.z 7.75 10.38 f 0.30 35.20 - 12.0 
12 IO 20 84.90 & 6.60 9.20 f 0.35 17.69 -11.5 
30 15 20 314 91.60 & 2.30 g-56 f 0.12 26,01 -30.0 

Essai sw zcne rkvt%ation par $?ztorescence 
Dans le cas envisage, nous avons utilise des produits dont la fluorescence sous 

WV 2~ 365 rnp est connue et aussi pour lesquels cette fluorescence pouvait &tre changt5e 
ou augment&e par pulverisation d’une solution de chlorure d’aluminium. 

L’dtude de la formule de PURDY ET TRUTER a done port& ici, sur les trois 
flavonoi’des suivants: galangine, kaempferol et quercetine. Les resultats ont et& ob- 
tenus a partir de la chromatographie de spots correspondant aux quantit& IO, 20, 

30, 40 et So pg* 
Le solvant employ& Btait le solvant No. z et, apres migration, les plaques furent 

sechees, examinees sous 365 rnp et la superficie des spots relevee. Puis on a pulv&ise 
du reactif et de nouveau relevd les surfaces sous UV. Dans ce cas la, les taches Btaient 
plus nettes mais les diff&ences constaGes avec les mesures faites directement dtaient 

minimes , 
Nous avons op&& pour chacun de ces flavonoPdes, d’une man&e semblable 

a celle de la deuxieme serie des mesures de la trihexylamine, si bien que nous aurons, 
pour chaque compose, une serie de tableaux de resultats donnant : le premier les 
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valeurs de S et de ds pour chaque spot de d&part; les trois autres, les diffhentes 
shies de combinaisons possibles de D, Q et X entre ces valeurs. 

Galanginc. Voir les Tableaux V et VI. 
Kaem$f&ol. Voir les Tableaux VII et VIII. 
Querct%ne. Voir les Tableaux IX et X. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Cas de In trihexylamine 
L’&ude de tous ces tableaux montre que le s trois diffhentes combinaisons 

examinees se succhdent dans l’ordre suivant : D < Q < X, D < X < Q et Q < 
D c X par rapport au nombre de rhsultats acceptables. De toute man&e, la pro- 
portion des rkultats oit le pourcentage des &carts de r&up&ation par rapport & la 
quantit6 d&posCe est infhrieur ou au plus &gal B IO O/O n’est clue de quatre cas sur dix- 
huit envisa&, ce qui n’est absolumknt pas satisfaisant. 

Laformulede PURDY ETTRUTER a BtB Btablie apr&s avoir constate expkrimen- 

(0) 

40 - 

L 
0 jg- 

zo- 

30 9b lla 

S(mm2) 

(b) 

3 I 

/ 
42 . 

D 

020 . 

20 

_.- .I 
8 9 $ 11 

Cc) 
a l.B- 

3 

1.4. 

1.2- 

10 

Fig. 3. Courbcs relatives 21 la trihcxylaminc. (a) S = f(Q) ; (b) l/S = f(Q) ; (c) l/S = f(10g Q) . 

J. ~h'O?tZatOg., 50 (1970) 274-287 
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talement que la courbe &S = f(log Q) Btait une droite. En outre, nos rksultats pre- 
c6dentsf ont montre que ceci n’dtait pas toujours obtenu de faGon rigoureuse. Nous 
avons alors realise, pour la trihexylamine, les courbes: S = f(Q) (Fig. 3a), 2/S = 
f(Q) (Fig. 3b) et 2/S = f (log Q) (Fig. 3~). Sur ces courbes, nous remarquons que: 
la courbe la plus rigoureuse est S = f(Q) ; la courbe 2/S = f(Q) est linkaire dans le 
meme domaine de quantite clue S = f(Q) mais que la sensibilit6 est reduite par aug- 
mentation de la pente de sa partie lineaire; la courbe d.S = f(log Q) est celle oh la 
r6gion de lin6arite par rapport a la quantite Q dc!.posee est la plus petite et oil la pente 
de la partie lineaire est la plus forte. La relation entre l’existence d’une t&s petite 
partie lineaire de cette derniere et la tres faible quantite de rksultats acceptables 
don&e par la formule de PURDY ET TRUTER est ici montree. 

Cas des ~avo~ao~dc.5 &t&s 

Pour ces trois produits, la proportion de rksultats oh le pourcentage des &arts 
de r&up&ration par rapport a la quantite deposee est inferieur ou au plus &gal B IO %, 

S (mm21 

7 9 CO 

l?ig. 4. Courbcs relatives B lYga*anginc. (a.) S = f(Q) ; (bj l/s = f(Q); (c) l/s = f(log Q). 

J. ChO?HdOg., 50 (1970) 274-287 
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est plus forte que pour la trihexylamine. Le nombre le plus grand de cas favorables 
est trouve pour la quercetine, puis se suivant par ordre d&croissant, galangine et 
kaempferol. Nous avons fait, pour ces trois produits, les mgmes courbes clue p&A- 
demment : 

Quercetine : S = f(Q) (Fig. 4a), @3 = f(Q) (Fig. 4b) et 2/S = f(log Q) (Fig. 4~). 
Galangine : S = f(Q) (Fig. sa), d.S = f(Q) (Fig. 5b) et 2/S = f(log Q) (Fig. SC). 
Kaempf Brol : S = f(Q) (Fig. 64, 2/S = f(Q) (Fig. 6b) et 2/S = f(log Q) (Fig. Gc). 

L’examen de ces courbes nous permet de constater que: pour la quercetine, la courbe 
dS= f(log Q) possede la partie lineaire la plus longue; pour la galangine, cette partie 
est reduite; pour le kaempferol, on ne peut pas considerer cette courbe comme lindaire. 
Ces resultats recoupent la conclusion d&j& etablie pour la trihesylamine. 

(b) 

40. 

(c) 

1.0. 

a 1A. 

Y / . 
1.2. 

Pig. 5. Courbes relatives au kaempf6rol. (a) S = f(Q) ; (b) l/S = f(Q) ; (c) 2/s = f(log Q). 

J. CiWOtWtO~., 50 (1970) 274-287, 
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Conclusions relatives au quake prod&s &udGs 
D’abord, du point de vue repartition des quantites depo&es, on s’apercoit 

que-l’ordre des spots qui .donnent le plus de resultats acceptables est, pour les quatre 
produits etudies, la combinaison D < Q c X. De plus, les combinaisons envisagees, tou- 
jours pour les quatre produits, se suivent dans le meme ordre : D < Q < X ; D < X < Q 
et Q < D < X. Par conskquent, il semblerait bien que cette methode puisse donner 
des resultats relativement acceptables si la quantite standard Q est placee entre la 
quantitr5 inconnue X et sa dilution D. 

L’application de la formule de PURDY ET TRUTER devrait Btre une m&hode 
g&&ale et pourtant il apparait que, seul, un mode de repartition donne soit privilegie, 
ce qui est une limitation tres substantielle de ce systeme de dosage. 

Si nous rapprochons les resultats expos& ici et ceux que nous avons Btablis 
dans la premiere partie de ce travail, nous pouvons conclure que, a de rares exceptions 

Fig. 6. Courbos rohtiVCS & la querc6tine. (a) S = f(Q) ; (b) 2/S =, f(Q) ; (C),/S =: f(log Q), 

J. Clwomalog., 50 (1970) 274-287 
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et dans des conditions d’experimentation extremement serrees, on ne peut envisager 
de r&.liser une technique generale de dosage en chromatographie sur couches minces 
par mesure directe des surfaces sur les plaques au moyen de la technique tres simple 
employeeicid’apres PURDYETTRUTER~ et NYBOM Q. Ceci rejoint , d’ailleurs, les conclu- 
sions de FAIRBAIRN~ qui a dQ utiliser des conditions experimentales draconiennes et 
mettre au point un appareil fort couteux pour la mise en place des Bchantillons. 
Quant B la lecture des surfaces, il semble aussi qu’il faille employer des techniques 
t&s &labor&es afin d’obtenir des resultats satisfaisants. 

Malgre une apparente rapidite, la technique par “superficimetrie” d&rite ici 
et se terminant soit par l’dtablissement d’une courbe etalon, soit par l’application 
d’une formule mathematique, ne fournit ni la precision souhaitee, ni les resultats 
attendus. La d&ermination quantitative de produits s&pares en chromatographie sur 
plaques, necessitant le minimum de manipulation et d’appareillages et donnant le 
maximum de r&ultats acceptables, semblerait etre soit l’elution suivie d’une colori- 
metric ou d’un dosage UV, soit la densitometrie des taches apres colorationlb. En 
effet, ces methodes tiennent compte des facteurs intensite de la coloration ou de la 
fluorescence et donnent des resultats obtenus par des appareils de mesure et non par 
des mesures subject ives. 
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Dans cet article, on a tent6 d’appliquer pour un produit s&pare en chromato- 
graphie sur plaque, une formule liant la quantite deposee B la seule surface obtenue 
apr&s migration. La technique employee et les raisons qui nous ont amen& a son 
utilisation ont et6 exposees, suivie d’une discussion des resultats et les conclusions. 

BIBLIOGRAPHIE 

I R. BONDIVENNE, J. SIMOND ET N. B~~~~,J.CXromutog.,41 (1969) 205. 
2 S. J. PURDY ET E.V.TRUTER,AWJQS~, 87 (1962) 803, 
3 S. J. PURDY ET E.V. TRUTER, C/tern. Ind. (Lo*zdon), (1gG2) 506. 
4 M. S. J. DALLAS, J. Ciwomatog., 17 (1965) 2G7. 
5 J. W. FAIRBAIRN, clans IL J. SHELLARD (RBcIactcur), Quanlilalivc Papev asd Thin-Layer 
Clrromatogvaplry, Academic Press, London, New-York, 1965, pp. 1-15. 

6 S. M. PARTRIDGE,B~~~A~~. J.,42 (1948) 241, 
7 R. AMUNIEI~ ET M. MACHEBOEUF, l3uZl. Sac. Chim. Biob., 33 (1951) 846. 
8 R. PARIS, Prod. Pharm., 15 (IgGo) 347. 
g N. NYBOM,~. Clromatog., 28 (1967) 447. 

IO C G. HONNEGCII, Helv. Chim. Acta, 46 (1963) 1730. 
11 R. BONDIVENNE ET N. Buscx,J. CAromatog., 2g (IgG7) 349. 
12 D. JANCHEN, J. Clwomatog., 33 (1968) 195. 
13 I?. GEISS ET S. SANDRONI, J. Chvomatog., 33 (IgG8) 201. 
14 F. GEISS ET I-I. SCHLITT, J. Clwomalog., 33 (1968) 208. 
15 J. G. HEATHCOTE ET C. HAWORTH,J. Clwomatog., 43 (x969) 84, 

J. Chvornatog., 50 (1970) 274-287 


