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identification par chromatographie sur couches minces des chlorhydrates
des méthylamines et des éthylamines

La chromatographie des alkylamines sur colonne, sur couches minces ou sur
papier, avec des solvants variés'—1¢ sépare les termes en C, et au dela. Des difficultés,
dties surtout a I'adsorption des amines sur les supports, sont tournées en chromato-
graphiant les dérivés acylés!4-24: alors les premiers termes sont séparés. Mais nous
cherchons une méthode de chromatographie directe, sans traitement préalable, afin
de décéler des alkylamines en C, et C,* que nous soupgonnons présentes dans les
mélanges sels d’ammonium-méthanal?s, Ces mélanges sont utilisés dans la formol-
titration de RONCHESE ol l'on devrait voir tout I’azote se transformer en hexaméthyl-

énetétramine seule: en fait, une partie de l’azote se trouve combinée sous d’autres
formes (imines, amines, etc.).

Partie expérimentale, chromatographie ascendante sur couches minces

Produits utilisés. Solvants et réactifs: Merck ou Prolabo. Chlorhydrates d’alkyl-
amines IFluka et Carlo Erba. Le chlorhydrate de tri-n-butylamine est obtenu par
neutralisation de la base en solution aqueuse.

Préparation des couches minces. Etaleur de Stahl a fente réglable (Desaga):
250 a 350 um sur plaques de verre, longueur 200 mm.

Les différents supports employés 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 CCM (Pleuger), les résines AG 50W-X8 pour CCM, 200-400 mesh,
sphériques, avec liant et “Chelex 100”, 200-400 mesh (Bio-Rad).

Composition des réactifs de vévélation. R,, ninhydrine o0.27 g, pyridine 5 ml,
méthanol g5 ml; R,, ninhydrine 0.27 g, pyridine 5 ml, DMSO g5 ml; R;, naphtoqui-
none-1,2 sulfonate de sodium 0.60 g dissous dans 1z ml d’eau, ajouter éthanol go°
jusqu’a 200 ml et enfin 10 ml de pyridine; R,, 1.5 g d’iode bisublimé dissous dans
250 ml d’éther de pétrole. R, R,, R; sont employés en pulvérisation, R, en bain.

Lecture des chrvomatogrammes. Dans nos conditions opératoires, 'identification
des taches demande que deux Ry voisins différent au moins de 0.06 unité pour que
ces taches soient absolument indépendantes.

Résultats et discussion

Efficacité de la révélation

Nous avons choisi nos quatre réactifs aprés essais de nombreux révélateurs
proposés pour les amines. I.’iode révéle les amines primaires, secondaires et tertiaires
en les colorant identiquement. Par analogie nous avions essay¢ l'action du brome et
du chlore sans aucun avantage.

La ninhydrine est beaucoup plus sensible que l'iode mais elle n’est pas plus
speécifique des amines®-#, Elle ne doit pas révéler les amines tertiaires: seule
BERTETTIY signale la possibilité d’une faible coloration avec celles-ci. Nous avons

* Abréviations utilisées dans ce mdémoire: Me = méthylamine, DiMe = diméthylamine,
TriMe = triméthylamine, IE = ¢éthylamine, DIE = di¢thyvlamine, Trill = trié¢thylamine.
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TABLEAU I

Rp DANS LE SOLVANT ALCOOL ISOAMYLIQUE—ACIDE CHLORHYDRIQUE SUR CELLULOSE SANS LIANT

Composition R Me DiMe TvriMe I DiE TviE  Mélange Temps de
du solvant , migration ()
100:40 R, 0.34 0.42 n 0.48 o.,75 o 0.34—0.45 13
o R, 0.34 0.42 0.43 0.48 o0.75 0.76 0.50-0.79
‘ Ry 0.34 ©0.42 0.43 0.48 0,75 0.76
150:30 R, 0.28 0.38 o . 0.45 ©0.73 & 0.28-0.40 9
‘ , 0.46-0.73

& Amines tertiaires non révélées, ¢ < 209%,.

chromatographié sur cellulose avec différents solvants (Tableaux I, IT, V) les solutions
aqueuses pures 4 30% de chlorhydrate de TriMe, TriE, tributylamine et les mé-
langes de chlorhydrates de TriMe a 309, et de Me a4 109%, ou de DiMe a 20%, et I'E
a 10%,. Les plaques sont séchées a l'air normalement et pulverlsees avec les réactifs
R, ou R,, mises a ’étuve a 60° puls chauffées lentement jusqu’a 9o-100°. Les trois
amines tertiaires seules ou séparées de ces mélanges donnent des taches pales dis-
tinctes jaunes, vertes ou bleues quelquefms incolores, mais parfaitement décelables
cependant car les plaques de cellulose aprés traitement a la ninhydrine et chauffage
présentent un fond trés légérement coloré en rose—traces d’alcool de la phase mo-
- bile26—et les taches tranchent nettement alors. Les R sont confirmés sur d’autres
,plaques revelees avec l'iode R,.

TABLEAUII

R DANS LES SOLVANTS ALCOOLS VARIES~ACIDE CHLORHYDRIQUE SUR CELLULOSE SANS LIANT
Révélateur R;.

Composition du solvant Me DiMe TviMe E DiE Mélange Temps de
: o nigration (h)
Alcool heptylique normal- 0.12 O.I5 — 0.22 0.46 ©0.10-0.15 9
HCI (100:13) 0.21-0.47
‘Alcool heptylique normal— 0.29 0,38 0.34% 0.43 0,64 0.27-0.37 194
HCI (100:45) (saturation) 0.43-0.64
Alcool isoamylique-alcool 0,22 0.29 — 0.37 0.63 0.22-0.30 9
heptylique-HCI (10:50:15) 0.37-0.63
Alcool isoamylique-alcool 0.2.4 0.32 — 0.39 0.64 0.24-0.32 104
octylique secondaire~HCI 0.37-0.63

(r:z:1)

t Révélateur R,.

- Aprés chromatographie bidimensionnelle des solutions aqueuses 4 309, des
amines tertiaires précédentes, la ninhydrine ne révéle plus que la tri-n-butylamine: la
dxlut1on des taches aprés deux migrations abaisse trop la concentration pour que les
amines tertiaires légéres soient encore révélées. Donc les amines tertiaires sont dé-
tectées par la ninhydrine quand leur concentration atteint un seuil suffisant. Lek
Tableau III résume le comportement des six amines vis & vis des réactifs de révé-
lation utilisés..
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TABLILAU 111

Durée de vie des colorations des taches?: R, et IRy, plusieurs jours; R,, plusicurs jours, maximum
d’'intensité quelquefois au bout d’un jour; R, quelques minutes. Couleur du fond (phase fixe) Mb:
R; et R, incolore ou légérement rosé. Peut devenir violet quand la température de révélation dé-
passe 9o°; les taches sont alors visibles car elles se décolorent; Ry, jaune; Ry, jaune palissant trés
rapidement.

Alkylamines Couleur des taches® b Intensité velative des tachest ¢
C,etC,
Iy R, IR, Ry, R, R, IR, R,
Me jaune, vert pré, jaune e + 4= -
gris, rose a
DiMe bleu & - violet, soutenu orange - - -
violet gris
TriMe incolore, jaune pdle, o jaune -+ o R
vert pale, violet pale a
orange
IL jaune, vert pré, violet jaune B I T S S SR -+ -
bleu violet pale a
foncé a foncé orange
violet
DiEE jaunc, vert pré, rosc jaune -}~ -+ -
bleu piale bleu- a peine a
violet visible orange
TrilZ incolore, jaune pile, o orange - o + -+
vert léger

o Tin lumiére blanche.
b Appréciation subjective & 'ocil.
¢ o, aucune coloration; =; ~~; -z -+ -+ - -+ ~+; -+ -+ 4 - ; coloration d’intensité crois-

sante.

Séparation en milicu acide

Sur cellulose sans liant. Un éluant ternaire, acide—alcool-eau sépare quatre
amines sur six. Avec l'acide acétique les taches sont brouillées par des altérations de
couleur plus faible en dega ou au dela de la tache. Le mélange n-butanol-acide
chlorhydrique-eau a l'avantage sur le précédent de donner de belles taches sans
trainée, Avec 1’alcool isoamylique au lieu de butanol la proportion optimale d’acide
chlorhydrique est de 28.69; en volume d’acide pur (d = 1.19). La séparation est
meilleure .(Tableau I).

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

Avec les meilleurs solvants (voir Tableaux 1 et II), la chromatographie du
meélange des six chlorhydrates d’amines—o.20 ul contenant 7 ug de chaque amine
primaire, 15 ug de chaque secondaire et 20 ug de chaque tertiaire—permet la sépa-
ration et la caractérisation de la Me, DiMe, IZ, DIiE, en révélant les chromatogrammes
avec les réactifs R; ou R,. TriMe et TriE en quantité insuffisante ne sont pas révé-
lées. Mais leurs Ry déterminés avec l'iode sont trés voisins de ceux des amines se-
condaires, o

Autres supports. Sur terre siliceuse G, les amines sont moins retenues que sur
cellulose; la séparation est du méme genre mais beaucoup moins efficace et moins

J. Chvomatogr., 59 (1971) 203~208



206 NOTES

TABLEAU IV
R SUR GEL DE SILICE
Révélateur Ry Couleurs des taches: Me

violet foncé; DiMe = violet foncé; TriMe = jaune,

vert, bleu; E = violet foncé; DiEE = blcu foncé¢ & violet; TrilZ jaune.
Solvant Me DiMe TviMe FE DiE TvilE  Mélanges Temnps (1)
alcool isoamylique~HCI 0.32 0.26 0.22 0.37 0.35 0.3I 0.22—0.30 I2
(100:40) ©0.37
alcool heptylique normal- o0.22 0.16 0.12 0.25 0.23 0.I16 0,12-0,I7 20
HCI (100:40) 0.23
alcool heptylique normal- o0.22 0.14 0.10 0.23 0,20 0,15 0.I1-0.I6 17
HCI (100:45) 0.23

belle avec des trainées et deux fronts de solvant. Par contre le gel de silice G, avec
les mémes solvants permet de séparer la TriMe dans le mélange des six amines comme
le montre le Tableau IV. Il reste le probléme de la TriE qui est masquée quelque soit
le support et le solvant acide employés.

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

Chromatogvaphie d’échange. L.a méthode de séparation des ions monovalents?0-37
sur résine AG 50W-X8, éluée par l'acide nitrique 1/6, n’est pas efficace pour les
chlorhydrates de nos amines.

Sur support de poudre de cellulose imprégnée d’acide silico-12 tungstique en
solution aqueuse a 59,, séchée 4 I’air, puis éluée par 1’alcool isoamylique—acide chlor-
hydrique (100:40), les résultats sont assez identiques a ceux de la chromatographie
sur cellulose pure.

Sur cellulose mélangée avec de la résine ‘“Chelex 100”, préalablement saturée
en cuivre II, (cellulose résine: 1/6 en poids) les amines aprés migration donnent di-
rectement des taches jaunes sur fond vert clair mais la séparation est mauvaise
méme avec le solvant précédent.

La cellulose imprégnée de cuivre II ou:de nickel-—solution aqueuse des chlo-
rures?®-40—fournit aussi dés séchage de la plaque chromatographiée des taches

TABLEAU V
Ry DANS LE SOLVANT #-BUTANOL—PYRIDINE~EAU SUR CELLULOSE SANS LIANT

Révélateur R;. Couleurs des taches: Me = gris foncé (c), violet (e) jaune -+ anncau violet (a);
DiMe = jaune péle (c), jaunc clair (a); TriMe == Dblcu péle (c), violet pile (a); I = bleu foncé (c);
violet {(e), jaune -+ annecau violet (a); DIiE = bleu foncé (c), jaune clair (a),

Me

Composition DiMe TviMe FE DiFE Mélange Temps de  Observations
du solvant migration
(a) 30:90:30 -0.48 o.50 0.46 0.55 0.66 — 3h taches rondes sans
. , traindés
(b) 30:108:30 0.42 0.46 0.42 0.49 0.66 0.40-0.45 I h 25 min taches ovales sans
' : , . 0.52-0.66 trainée
(c) 30:120:30 0,42 0.53 0.48 0.50 0.73 0.46-0.,53 1h 30 min taches ovales sans
: ‘ ' 0.60~-0.72 trainde
(d) 30:138:30 0.38 o0.42 0.38 0.48 0.63 0.38-0.43 1h25min taches rondes sans
i 0.49-0.62 ‘ traindée
(e) 20:100:30 0.46  0.49 0.45 0.53 0.66 0.43-0.49 3 h somin taches ovales sans
0.55-0.66 trainée

J. Chromalogr., 50 (1971) 203~208



NOTES 207
colorées (jaunes sur fond vert dans le cas du cuivre, bleues sur fond blanc dans le cas
du nickel), méme pour les amines tertiaires. Les amines forment donc des complexes
relativement stables avec ces ions métalliques méme en milieu fortement acide. La
résolution du mélange est identique a celle sur cellulose pure (Tableau I). Dans nos

conditions opératoires, le cuivre et le nickel ne semblent jouer qu'un réle de révé-
lateur.

Séparation en milien alcalin

Nous avons utilisé le mélange #s-butanol-pyridine-eau (30:90:30) employé
pour la séparation des amino-acidestl, Pour comparer ses qualités avec celles des
solvants acides nous faisons varier sa composition. Les variations des teneurs en
alcool ou en eau sont défavorables: il faut garder le rapport alcool-eau (r:1). La

teneur optimale en pyridine apparait dans le mélange (30:120:30) sans cependant
séparer parfaitement DiMe et TriMe,—R; 0.53 et 0.48—(Tableau V). L’ordre

0.70

0.60

} ¢ } } } e
Me Di Me Tri Me E DIiE TriE

Lig, 1. Ry compards des amines sur cellulose en milicu acide ou alcalin, Solvants a, b, c et d,
voir Tableau V; f, alcool isoamylique-acide chlorhydrigue (100:.40).

croissant des Ry s’établit alors: Me < TriMe < DiMe < E <2 Dili. La Trilf donne
le méme Ry que la DiE. Ce milieu alcalin est donc égal et méme légérement supérieur
aux meilleures phases acides en considérant les valeurs relatives des Ry (IFigure 1).

Conclusions

La séparation de Me, DiMe, E, DIiE est obtenue sur cellulose sans liant en
milieu acide, par exemple alcool isoamylique—acide chlorhydrique (100:40) ou en
milieu alcalin #-butanol-pyridine-eau (30:120:30).

En présence d’amines tertiaires en faible quantité la séparation s’effectuera de
“méme, sans géne pour la révélation a la ninhydrine.

Avec la TriMe en forte quantité on identifiera les cinq amines sur cellulose en
milieu alcalin puis la TriMe sera confirmée par chromatographie sur gel de silice avec
un solvant acide et révélation a la ninhydrine avec chauffage trés progressif.

La TriE donne le méme R; que la DIl sur cellulose ou la DiMe sur gel de
silice, on ne peut donc pas l'identifier. Dans le cas o1 sa concentration lui permettrait
d’étre révélée par la ninhydrine et de géner l'identification de la DilZ ou de la DiMe
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une chromatographie bidimensionnelle résoudra cette difficulté puisqu’alors la TriE
diluée ne sera plus révélée.

Labomtowe de Chzmw Minérale, PHx. BaupoT
F aculte de Pharmacie de Nancy, ‘
BP. 403, 54 Nancy (France)
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