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De nombreux derives halogents de la fluoresceine notamment l’eosine: tetra- 
bromo-2,4,5,7 fluoresdine, sont utilises dans l’industrie des colorants mais aussi pour 
des applications analytiques14. 

A l’encontre de la fluoresceine qui est accessible avec un degre de purete suf- 
fisants, les tchantillons commerciaux des colorants halogenes sont, pour la plupart, 
complexes5-g et leur purification par les methodes courantes (precipitation en milieu 
acide, solubilisation fractionnie) est pratiquement impossible. 

De m&me, la chromatographie sur colonne s’est r&We t&s dtcevante. Des 
techniques ont bien CtC proposies sur cellulose10 alumine7J1~** ou polyamidet3 mais 
sont peu efficaces car perturbees par des phenomenes de diffusion, lies a l’eluant 
aqueuxr4, ou d’adsorption. C’est l’adsorption qui gene tgalement les separations sur 
Stphadex LH-2015 ou sur resines tchangeuses d’ions. 

La seule methode classique donnant des resultats valables opkre sur colonne 
de talc16 mais est d’un rendement mediocre, &ant dond la lenteur de l’tlution et les 
tres faibles quantites separees. 

Une technique recente’ 7 utilise le Sephadex G-25 de man&e satisfaisante mais 
ne permet de travailler que sur 10 a 30 mg de colorants. 

Ayant effect& differentes etudes sur les colorants xantheniques bromb18-22 
nous avons dti preparer des quantitis importantes de produits. Nous avons done mis 
au point une methode de separation sur tchangeur d’ions qui permet de travailler 
sur des prises d’essai de l’ordre du gramme. Nous presentons ici les resultats obtenus. 
Nous avons vtrifit par ailleurs que cette technique pouvait s’appliquer igalement a 
la purification d’autres derives haloginis de la fluoresceine -comme le rose 
bengale- en modifiant legerement le solvant iluant. 

MATkRIEL ET METHODES 

St!paration chromatographique 
Elle s’effectue sur colonne d’kchangeur d’ions DEAE Trisacryl M’. L’emploi 

l Distribuk en France par IBF et $ I’btranger par LKB. 
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d’une faible pression facilite les separations et peut itre obtenue a l’aide dune pompe 
Pi et d’une colonne C 16/40 (40 cm x 16 mm) commercialises par Pharmacia. 

On laisse s’iquilibrer pendant 30 min 100 ml de suspension du gel avec 50 ml 
d’eau distillee et 300 ml de methanol, puis on transfere le gel sur la colonne et on le 
rince avec 100 ml d’un melange mtthanoleau (75:25, v/v). 

Un melange de m&me composition sert a dissoudre la prise d’essai (1 g dans 
un volume minimal) pour l’introduire sur la colonne puis a bluer la fluoresciine. On 
fait ensuite migrer la monobromofluoresceine en augmentant progressivement jus- 
qu’a 100% la teneur en methanol du melange. On tree enfin un gradient d’acide 
formique dans le methanol: a 0.01% il pet-met d’eliminer les dernibes traces de 
monobromofluoresceine puis d’eluer successivement la dibromofluoresceine (0,l % 
d’acide formique) la tribromofluoresctine (1%) et l’eosine (6%). 

La chromatographie doit &tre effect&e a l’abri de la lumiere vive pour eviter 
l’alteration des colorants. Par ailleurs il est preferable de diluer avec de l’eau les 
tchantillons recueillis puis de les concentrer rapidement et a basse temperature pour 
Cviter les reactions d’esterification pouvant se produire en milieu methanolique acide. 

Priparation des tkhantillons d chromatographier 
Outre les composes bromes sur le cycle xanthinique, les echantillons commer- 

ciaux renferment souvent des derives esterifits sur le groupement carboxylique, qui 
se separent ma1 des colorants xantheniques par la mtthode que nous proposons: 
l’ethyltribromofluoresceine, par exemple, est &tee en meme temps que l’tosine. 

En partant d’echantillons commerciaux, on doit done contrbler l’absence d’es- 
ters par chromatographie sur couche mince de gel de silice [solvant iluant: 
toluene-acide acitique (65:35, v/v)]. Si le resultat est favorable on procede directe- 
ment d la chromatographie sur colonne. 

Dans le cas contraire, on doit optrer une saponification prealable: dissoudre 
1 g d’echantillon dans 10 ml de methanol et 3 ml de potasse caustique concentreez3. 
Porter a l’ebullition a reflux 5 a 10 min. Pricipiter les colorants en milieu acide, 
verifier par chromatographie sur couche mince la disparition des esters. Redissoudre 
par action de soude selon la technique preconisee par Vogel pour l’Cosinez4 puis 
recueillir les sels a l’etat cristallise. 

On peut Cgalement bromer la fluoresctine en milieu mixte eau-ac&onezz ce qui 
Cvite l’esdrification du groupement carboxylique. 

ContrBIe des composPs st?parPs 
La nature et la purete des produits s&pares sur colonne ont ttC controltes: 
par chromatographie sur couche mince de gel de silice (melange Cluant: 

toluene-acide acetique, 6535, v/v). Les RF obtenus sont les suivants: fluoresceine: 
0,34, bromo-4 fluoresctine: 052, dibromo-4,5 fluoresdine: 0,63, tribromo-2,4,5 fluo- 
resciine: 0,69, cosine: 0.77; 

par RMN ‘H a l’aide d’un appareil Brucker WH 270 FT. Les resultats obtenus 
figurent tableau I; 

par spectrophotometrie Clectronique avec un appareil Beckman Acta III. Les 
longueurs d’onde des maximums d’absorption figurent Tableau I. 
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TABLEAU I 

DEPLACEMENTS CHIMIQUES 6 PPM OBTENUS EN RMN ‘H DANS LE DIMETHYLSUL- 
FOXYDE d6 ET LONGUEUR D’ONDE DES MAXIMUMS D’ABSORPTION DANS LE VISIBLE 
DES COLORANTS XANTHENIQUES BROMES ISOLES SUR DEAE TRISACRYL 

RMN 1 max 
(W 

HI H2 H4 HS H7 & 

Fluoresctine (F I) 6.60 6.47 6.47 6.47 6.47 6.69 490 
Bromo-4 Fl 6.67 6.50 - 6.52 6.50 6.67 496 
Bromo-4,5 Fl 6.72 6.54 - - 6.54 6.72 504 
Bromo-2,4,5 FI 6.73 6.53 - - - 6.82 510 
Eosine 6.85 - - - - 6.85 516 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La purete des differentes fractions isolees s’est revtlee excellente. La separation 
resulte de la difference entre les pK, des colorants, difference qui se trouve renforcee 
en milieu methanolique l*. Cette technique presente par ailleurs un avantage impor- 
tant au point de vue preparatif puisque les differentes fractions ne migrent pas si- 
multanement mais sont CluCes successivement a l’aide du gradient de solvants pro- 
pose. 

Toutefois la vitesse de migration peut se trouver acckleree par la presence d’au- 
tres sels dans l’echantillon (ce qu’on observe frequemment pour les produits com- 
merciaux). Ce phenomene est particulierement sensible au niveau de la mono et de 
la dibromofluoresciine. Cet inconvenient peut Ctre tventuellement tvite en desalant 
la prise d’essai au prealable sur une petite colonne de Sephadex G-25 en Cluant avec 
de l’eau. Mais il est beaucoup plus simple d’effectuer directement la chromatographie 
sur DEAE Trisacryl en observant la migration des colorants et, si celle-ci semble trop 
rapide, en modifiant ltgerement le pouvoir Cluant du solvant pour faciliter la &pa- 
ration: la presence d’eau facilite la retention et il suffit gerkralement d’augmenter 
lentement le pourcentage de methanol pour obtenir une excellente separation de la 
fluoresdine, de la mono et de la dibromofluoresdine. 

Pour les echantillons d’iosine, on travaille t&s facilement avec une prise d’essai 
de 1 g et il est sans doute possible de dipasser cette quantite. Pour la dibromofluo- 
resctine commerciale, qui renferme un pourcentage ClevC de mono et de dibromo- 
fluoresceine, nous preferons limiter la prise d’essai a 500 mg pour &tre stirs d’obtenir 
des fractions pures. 

La comparaison de la composition des echantillons avant purification -ob- 
tenue par densitometrie de couches minces ou par chromatographie liquide haute 
performance- et apres purification -calculCe par pesbe des fractions recueillies- 
montre que la rkcupiration des produits est proche de 95%. En outre, pour l’eosine, 
une petite fraction suppltmentaire peut se trouver denaturee lors de l’hydrolyse des 
esters, donnant un produit violet qui reste adsorbi sur le haut de la colonne. Compte 
tenu du fort pouvoir adsorbant des colorants xantheniques, ce resultat est excellent 
et confirme que le DEAE Trisacryl M tree trb peu d’interactions non specifiques. 

L’identification est effectde sans ambiguite par RMN ‘H, qui montre la dis- 
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parition progressive des protons du cycle xanthenique. En chromatographie sur cou- 
the mince, l’augmentation de la teneur en brome acctlere la migration, comme prevu 
d’aprts la valeur de l’energie d’adsorption de cet element sur silk (Q = -0. 17)25. 
Les spectres Clectroniques des differents composes sont d’aspect semblable, mais le 
maximum d’absorption subit une evolution progressive lice a l’effet bathochrome 
resultant de la presence du brome sur le cycle xanthenique. Les longueurs d’onde des 
maximums sont conformes a ceux publies par ailleurs”. 

Nous avons effect& d’autre part quelques essais sur d’autres colorants halo- 
genes derives de la fluoresceine. Un protocole similaire a celui dtcrit par l’iosine a 
et& applique d l’erythrosine (tetraiodo 2-4-5-7 fluorescbine) et, en augmentant l’acidid 
finale, au rose bengale (tetraiodo-3’,4’,5’,6’-tetrabromo-2,4,5,7 fluoresceine) et a un 
echantillon de tetrabromo-3’,4’,5’,6’ cosine synthetise au laboratoire. A chaque fois 
nous avons obtenu des fractions bien separtes, en nombre egal a celles obtenues par 
chromatographie sur couche mince. La methode mise au point pour les derives de la 
fluoresdine bromes sur le cycle xanthenique semble done s’appliquer valablement 
aux autres derives halogenes de ce colorant. 

CONCLUSION 

Cette etude nous a permis de proposer une methode chromatographique sur 
Cchangeur d’ions permettant de preparer simplement des colorants xantheniques bro- 
mb a partir d’echantillons commerciaux ou synthetises au laboratoire. L’avantage 
de cette methode reside dans la quantite importante de produit pouvant Ctre chro- 
matographiie en une seule fois. 

L’emploi de methodes classiques (RMN ‘H, spectrophotometrie dans le visi- 
ble, chromatographie sur couche mince) nous a permis de verifier la nature et la 
purete des composes isoles. 

Enfin cette technique chromatographique doit pouvoir s’appliquer a la &pa- 
ration des differents derives halogents de la fluoresceine. 
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