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CHROM. 5366 

Identification par chromatographie sur couches minces des chlorhydrates 
des m&hylamines et des Qthylamines 

La chromatographie des alkylamines sur colonne, sur couches minces ou sur 
papier, avec des solvants varidsf-la s&pare les termes en C, et au delh. Des difficult&, 
dties surtout A l’adsorption des amines sur les supports, sont tour&es en chromato- 
graphiant les d&iv& acyl&+-24: alors les premiers termes sont &par&. Mais nous 
cherchons une m&hode de chromatographie directe, sans traitement prkalable, afin 
de d&Aer des alkylamines en C, et C 2* que nous soup$onnons prdsentes dans les 
mklanges sels d’ammonium-rnkthanal z5. Ces melanges sont utilis& dans la formol- 
titration de RONCHESE oh l’on devrait voir tout l’azote se transformer en hexamdthyl- 
Bnet&ramine seule: en fait, une partie de l’azote se trouve combinCe sous d’autres 
formes (imines, amines, etc.). 

Partie cx~&Gaentale, chromatographie ascendante saw coacchcs winces 
Prod&s zctilisds. Solvants et r&actifs: Merck ou Prolabo, Chlorhydrates d’alkyl- 

amines Fluka et Carlo Erba. Le chlorhydrate de tri-$a-butylamine est obtenu par 
neutralisation de la base en solution aqueuse. 

Prt@aratio?a dcs cowhes minces. Rtaleur de Stahl h fente rkglable (Desaga) : 

250 ZL 350 ,um sur plaques de verre, longueur 200 mm. 
Les ciifferents supports employ& sont: la terre siliceuse G pour CCM et le gel 

de silice G selon Stahl pour CCM (Merck), la poudre de cellulose pour CCM (Pleuger) 
et la poudre de cellulose MN 300 sans liant (Macherey et Nagel), la poudre de cellulose 
avec gypse pour CClM (Pleuger), les r&ines AG SOW-XS pour CCM, 200-400 1~iesh, 
sphdriques, avec liant et “Chelex IOO", 200-400 mesh (Bio-Rad). 

Com;hositio?a dcs re’nctifs de rtbe’latio?a. R,, ninhydrine 0.27 g, pyridine 5 ml, 
m&hanol 95 ml; R,, ninhydrine 0.27 g, pyridine 5 ml, DMSO 95 ml; R,, naphtoqui- 
none-I,2 sulfonate de sodium o.Go g dissous dans 12 ml d’eau, ajouter Ethanol go0 
jusqu’& 200 ml et enfin IO ml de pyridine; R4, 1.5 g d’iode bisublimk dissous dans 
250 ml d’&her de p&role. R,, Ii,, R, sont employ&s en pulv&isation, R, en bain. 

Lectwc: dcs c~~tro7~tatogml7a1Ites. Dans 110s conditions op&atoires, l’identification 
des taches demande que deus RF voisins different au mains de 0.06 unitd pour que 
ces taches soient absolument ind@pendantes. 

RLszcZtats et disczcss~iolo 
Eficacite de In ++ve’lntiou 
Nous avons choisi nos quatre rdactifs apr&s essais de nombreus rdvClateurs 

proposds pour les amines. L’iode rdv&le les amines primaires, secondaires et tertiaires 
en les colorant identiquement. Par analogie nous avions essayi: l’action du brome et 
du chlore sans aucun avantage. 

La ninhydrine est beaucoup plus sensible clue l’iode nlais elle n’est pas plus 
sp&Aiique des amine@-28, Elle ne doit pas rdv&ler les amines tertiaires: seule 
13ERTETT14 signale la possibilitd d’une faible coloration avec celles-ci. NOUS avolls 
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Ii!p DANS LE SOLVANT ALCOOL ISOAMYLIQUE-ACIDE CHLORMYI>RIQUE SUR CI%LLULOSIE SANS LIANT 
----- 

Composition R Me 
.I, 

DiMe Tr~ilkTa E DiE 2??i.E 
du so&ant 

ME’hagc Tern@ do 
wzigvatiwt (It) 

-- ----_--_.___-.____._____ __.__ _.-.--_ 

100:40 RI o-34 0.42 I, 0.48 0.75 n 0.34-0.45 13 
;P o-34 0.42 0.43 0.48 0.75 0.7G 0.50-0.7s) 

4 

0934 0.42 0.43 0.48 0.75 0.76 

IsO: 0.28 0.3s n o-45 0.73 ” 0.28-0.40 9 
0.460.73 

-_ w-P-- ---_ ~- 

R Amincs tertiaircs non r6v&ks, c Q ZOO/~. 

chromatographi6 sur cellulose avec diffkents solvants (Tableaus I, II, V) les solutions 
aqueuses pures &. 30% de chlorhydrate de TriMe, TriE, tributylamine et les m& 
langes de chlorhydrates de TriMe & 30 y. et de Me A IO ye ou de DiMe & ~0% et cl’E 
& 10%. Les plaques .sont s&ch&es & l’air normalement et pulv&risGes avec les rdactifs 
R, c+x I$, mises B 1’8tuve & Go” puis chauff&es lentement jusqu’k go--Ioo”. Les trois 
amines tertiaires seules ou s&parkes de ces mQlanges donnent des taches p&les dis- 
tinctes jaunes, vertes ou bleues quelquefois incolores, mais parfaitement dkelables 
cependan! car les plaques de cellulose aprQs traitement & la ninhydrine et chauffage 
&sentent un fond tr&s lt+&rement color& en rose -traces d’alcool de la phase mo- 
bile20 -et !es taches tranchent nettement alors. Les Rsl sont confirm& sur d’autres 
plaques rk516es, avec l’iode R,. 

TABLIMJ II 

RJP DANS LES SOLVANTS ALCOOLS VARII’kS-ACID= CHLORHYI>RIQUE SUR CELLULOSE SANS LIANT 

Rbv&.teur Xi,. 

Composition da6 solvawl 

Alcool heptyliquc normal- 
HCl (100:13) 

Rlcool h‘eptylique normal- 
MC1 (100 :45) (saturation) 

Alcool isoamylique-alcool 
hcptylique-HCl (10:50:x5) 

Alcool isonmyliquc-nlcool 
octyliquc secondaire-T-lCl 
(1:2:1) 

hffa Dihdc Trihde E .wiE h/lkkmgc TcP~z+- de 
migvatio9t (lb) 

._- I-.--_--- --- -------- 

0.12 0.15 - 0.22 0.46 0.10-0.15 g 
0.2 I-O.47 

0.29 0.3s 0.34” 0.43 o.G4 0.27-0.37 1g& 
0.43-0.64 

0.22 0.2g -- 0.37 0.63 0.22-0.30 g 
0.37-0.63 

0.24 0.32 - 0.39 0.64 0.24-0.32 104. 
0.37-0.63 

.-- .-_..-- __.....-...._._._ _ ._.. _~- ._-. -_..^__--.-_-_ .._.___ -.-_--..-_.,_-- _.__ ..- _...___._._ -_- _____ _..._. _._ 

n Rdwdlateur R,. 

Apr&s chromatographie bidimensionnelle des solutions aqueuses 2~ 30% des 
amines Jertiaires pr&&dentes, la ninhydrine ne r&Ye plus que la tri-wbutylamine: la 
dilution des taches apr&s dew migrations abaisse trop la concentration pour que lcs 
amines tertiaires 16g&res soient encore rrJwt518es. Done ,les amines tertiaires sont dC- 
tect6es par la ninhydrine quand leur concentration atteint un seuil suffisant. Le 
Tableau III ‘r&ume le comportement des six amines vis h vis des, r6actifs de r6vd- 
lation’ utilis&. 
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Jhr6c dc vie dcs colorations cles tachcs 1’: R, ct I,<,, plusieurs jours. , Ii,, plusicurs jours, maximum 
d’intensitb quelclucfois au bout cl’un jour; R,, quclc~ucs minutes. Couleur clu fond (phase fixc)*~~: 
RI ct R, incolorc ou I~gi:rement rosd. Pcut clcvcnir violet cluancl la. tcmptkaturc cle rhx5lation cl& 
passe go’; Its tnchs sont alors visibles car ellcs SC cl8colorent; Ii:,, jaunt; R,, jaunt p&lissant trhs 
rapiclcmcnt. 

------.- . .._._ -._-___---_-... _ . . .._.-___... -.._--_ ..__.._-__. ..--_-_~__- - _-.____ -__--_-- 
AI~~ylamiws Cozrlcw clcs taches~ * 0 I~dzns~ild mlativc dcs tncl~s~~~ 
c, cl! c, 

x, 
-_---- - -_ 

R, I?, II’,, R,, R, I?, R4 --_..--_--.---- ._..._ ---.. . ..-.- _.--.._ . .__. _ __._._._...._ __._ ._.- I ..- _.___-._._--I_~__.___-- 

MC 

DiMc 

jaunt, 
gris, 
blcu h 
violet 

vcrt prb, 

viol&, 
gris 

TriNlc incolorc, jaunt pklc, 
vert p&lc, violet p5Ae 

rose 
s0utc11u 

0 

E jnunc, 
blcu 
foncd h 
violet 

vcrt pr6, 
violet 
t~orlcd 

violet 
p&h! 

jaunt -I- -t- + . 
a 
orange -I- 3: 

jaulic rt 
B 

ornngc 

jaunt + -I- -I- -I- 
& 
orange 

-I- f + 

+ + 

0 -t- -I- + 

-I- -I- -I- + 4 

DiE jaunt, vcrtprb, 3: -t- 
blcu p"ilc blcu- 

violet 

Tril’: 

row 
B pcinc 
visible 

0 incolore, jaunt ptilc, 
vert l&er 

jaune -I- . a 
orange 

orange &- 0 + -I- -I- 

. . .._._.___-__.. __.___I_.___ -__._..._.__ _ _.. __._.. .._ ., 

n En lumikc blanchc. 
h ApprBciation subjcctivc h I’ocil. 
c 0, aucune coloration; -& : -I- ; -t_ & : -t_ -I- ; -I- -t- -I- ; -I- -1_ + -I_ ; coloration cl’intcnsitd crois- 

snntc. 

SiQ5amtion CIZ 7nilic-u ac~idc 
Szcr cclh?oss saw liant. Un kluant ternaire, acid+alcool-eau &pare quatre 

amines sur six. Avec l’acide a&ique les taches sont brouilEes par des alth-ations de 
couleur plus faible en deqa ou au de& de la tache. Le mdlange wbutanol-acide 
chlorhydrique-eau a l’avantage sur le pr@cddent de donner de belles taches sans 
train&e. Avec l’alcool isoamylique au lieu de butanol la proportion optimale d’acide 
chlorhydrique est de 25.6% en volume d’acide pur (c1! = 1.19). La sc$aration est 
meilleure (Tableau I). 

On observe que ce sont les alcools les plus “lourds” (heptylique, octylique etc.) 
qui assurent la meilleure sdparation, mais ils augmentent le temps de chromato- 
graphic et de sdchage des plaques (Tableau 11). 

Avec les meilleurs solvants (voir Tableaus I et II), la chromatographie du 
mClange des six chlorhydrates d’amines- 0.20 ~1 contenant 7 pg de chaque amine 
prirnaire, 15 ,uug de chaque secondaire et 20 pg de chaque tertiaire-permet la &pa- 
ration et la caracthrisation de la Me, DiMe, 13, DiE, en r&4lant les chromatogrammes 
avec les rbactifs R, ou R,. TriMe et TriE en quantitb insuffisante ne sont pas r&4- 
1&es. Mais leurs Xpy ddterminds avec l’iode sont t&s voisins de ceus des arnines se- 
condaires. 

Azctrcs szq!$orts. Sur terre siliceuse G, les arnines sont moins retenues clue sur 
cellulose; la &paration est du m&ne genre mais beaucoup nwins efficace et moins 

./. CIl~vonrntogr~,, 59 (r97r) zo3-ao8 
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RF SUR GEL DE SILICE 

RBvdlatcur R,. Coulcurs clcs tachcs: Me = violet fond; DiMe = violet foncd; TriMc = jaunt, 
vcrt, blcu; E = violet. fond; DiE = blcu fond & violet; TriE = jaune. 

Solvant MC D~iMC 2kmre .?z DiE -TrdZ Mdlanges Tcm$w (18) 
--___-_-.____.__-_..- -_ -----__._ .-.. -.--- 

alcool isoamylique~HC1 0.32 0.26 0.22 o-37 0.35 0.31 0.22-0.30 12 

(I.00 :40) 0.37 
alcool heptylique normal- 0.22 O.IG 0.12 0.25 0.23 0.16 0.12-0.17 20 

l_lCl (100 :40) 0.23 
alcool heptylique normal- 0.22 0.14 0.10 0.23 0.20 0.15 o.II-o.rG 17 

HCI (100:45) 0.23 

belle avec des trainhes et deux fronts de solvant. Par contre le gel de silice G, avec 
les memes solvants permet de .&parer la TriMe dans le melange des six amines comme 
le mon’tre le Tableau IV. 11 reste le probl&me de la TriE qui est masquc!e quelque soit 
le support et le solvant acide employ&. 

Remarquons enfin que les amines sont retenues par la phase fixe clans l’ordre 
suivant : Terre siliceuse G < cellulose < gel de silice. 

Ch.ronzatogra@iie d’&zange. La methode de separation des ions monovalents2°-3’ 
sur r&sine AG SOW-X8, &lu&e par l’acide nitrique r/6, n’est pas efficace pour les 
chlorhydrates de nos amines. 

Sur support de poudre de cellulose impregnde d’acide silica-I2 tungstique en 
solution aqueuse & SO/~, s&h&e h l’air, puis &luee par l’alcool isoamylique-wide chlor- 
hydrique (100:40), les r&ultats sont asset identiques & ceux de la chromatographie 
sur cellulose pure. 

Sur cellulose mblangge avec de la r&sine “Chelex IOO”, prdalablement satur@e 
en cuivre II, (cellulose &sine : 1/G en poids) les amines apr&s migration donnent di- 
rectement des taches jaunes sur fond vert clair mais la separation est mauvaise 
m&me, avec le solvant pr&!dent. 

La cellulose imp&gnGe de cuivre II ou:de nickel-solution aqueuse des chlo- 
ruresBR-‘lo -fournit aussi d& s&chage de la plaque chromatographi&e des taches 

TABLEAU V 

RI<- DANS LR SOLVANT )Z-RUTANOL-PYRIDINE-EhU SUR CELLULOSE SANS LIANT 

R&vdlateur Ii,. Couleurs clcs taches : MC = gris foncd (c), violet (e) jaunt + anncau violet (a); 
DiMe = jaune pBle (c), jaunt clair (a); TrilMe = blcu p-&lc (c), violet pale (a); E = blcu fond (c) ; 
violet (e), jaunt + annenu violet (a) ; DiE = blcu fond (c), jaunt clair (a), 

___._ ___._--__-“___ --_-- 
c0wlpositio,~ n!ro DiMc Triilfe E DiE M&znge Tern@ de Observations 
du solvant migvat,ion 
--p_- _I- __l___--- 

(a) 30:90:30 0.48 0.50 0.46 0.55 0.6G - 

(b) 30:1oS:30 0.42 0.46 0.42 0.49 0.6G 0.40-0.45 
’ 0.52-0.66 

(c) go:r20:30 0,42 6.53 O.‘~S 0.59 0.73 0.46-0.53 
o.Go-0.72 

(cl) 30:13S:30 0.3s 0.42 0.38 0.48 0.63 0.38-0.43 
0.49-0.62 

(c) 20:100:30 0.46 0.49 O-615 0.53 o.GC 0.43-0.49 
0.55-0.66 

__-___-..___.--_----___..--_ ._.. -- 
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3 ll taclies ronclcs sans 
traEnds 

I II 25 min tachcs ovalcs sans 
trainee 

I 11 30 min taches ovales sans 
traPndc 

r h 25 min tachcs ronclcs saris 
trafnQc 

3 h 50 min tachcs ovales sans 
train& 

- -___._ -.__ -_._. __ -_.-.---_.-.-..-I --.. ---.-.- 
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colorees (jaunes sur fond vert dans le cas clu cuivre, bleues sur fond blanc clans le cas 
du nickel), m&me pour les amines tertiaires. Les amines forment done des complexes 
relativement stables avec ces ions m6talliques m&ne en milieu fortement acide. La 
rhsolution du melange est identique SL. celle sur cellulose pure (Tableau I). Dans 110s 
conditions ophratoires, le cuivre et le nickel ne sernblent jouer qu’un r61e de r&6- 
lateur. 

Nous avons utilisk le m6lange wbutanol-pyridine-cau (30 : go :30) employ6 
pour la sdparation des amino-acides 41, Pour comparer ses qualitds avec celles des 
solvants acides nous faisons varier sa composition. Les variations des teneurs en 
alcool ou en eau sont dhfavorables: il fkut garder le rapport alcool-Fau (I : I). La 
teneu? optimale en pyridine apparait dans le rnklange (30: 1zo:30) sans cependant 
s&parer parfaitement DiMe et TriMe,- Rp 0.53 et o,48--(Tableau V). L’ordre 

-t&! &Me Tr; Me I% Di E TriE - 

Eig. 1, Rp compards dcs amincs sur ccllulosc cn rnilicu acidc ou alcalin. Solvnnts ;I, b, C ct Cl, 
voir ‘I’nblcau V; f, nlcool isoamyliquc-aciclc clilorhyclriquc (TOO : *IO). 

croissant des RIP s’htblit alors: Me < TriMe < DiMe < E C, DiE La TrilS donne 
le m&me Rp clue la DiE. Ce milieu alcalin est done dgal et mhe 16g&rement suphrieul 
au.x meilleures phases acides en consiclitrant les valeurs relatives des RI,- (Figure I). 

La shparation de Me, DiMe, E:, DiE est obtenue sur cellulose sans liant en 
milieu acide, par exemple alcool isoarnylique-acide chlorhydrique ( IOO : 40) ou en 
milieu alcalin wbutanol-pyridine-eau (30 : IZO :30). 

En prkence d’amines tertiaires en faible quantitd la shparation s’effectuera de 
m&me, sans g$ne pour la rCv6lation h. la ninhydrine. 

Avec la TriMe en forte quantitd on identifiera les cinq amines sur cellulose en 
milieu alcalin puis la TriMe sera confirmhe par chromatographie sur gel de silice avec 
un solvant acide et rch9ation h la ninhydrine avec chauffage tr&s progressif. 

La, TriE dome le meme RIP que la DiE sur cellulose ou la DiMe sur gel de 
silice, on ne peut done pas l’identifier. Dans le cas oil SR cohcentration lui permettrait 
d’etre r&&l&e par la ninhydrine et de gher l’identification de la DiE ou de la DiMe 

,J. Clwornntogr~,, .~GJ (1971) 203--205 
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.une chromatographie bidimensionnelle rhsoudra cette difficult4 puisqu’alors la TriE 
diluke ne sera plus r&41&e. 

Laboratoire de Chimie Min&aZe, PH. BAUDOT 
Faculte’ de Pharmacie de Nancy, 
BP. 403, 54 Nancy (France) 
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