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Chromatographie en couche mince sur gel de silice avec 
double imprbgnation ascendante g sens inversks A I’huile de 
silicone 
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Facul3 de Pharmacie, UniversitP Charles, HeyrovskPho 1.203, 501 65 Hradec Krcilovi (TchCcoslovaquie) 

(Rey le 12 dkembre 1989; manuscrit modifii- regu le 27 fk-ier 1990) 

La chromatographie en couche mince de gel de &ice est l’une des mkthodes les 
plus utilisCes pour I’ttude de la lipophilie des substances biologiquement activesl. On 
amCliore dans certains cas les skparations chromatographiqnes en modifiant la nature 
de l’adsorbant utilisC, par example par une impr&gnation des chromatoplaques 
$ l’huile de silicone. 11 existe en pratique deux mkthodes d’imprkgnation utilisies 
pendant plus de vingt ans dans notre dkpartement. (a) Par la premikre mkthode, la plus 
ancienne, la plaque garnie de gel de silica est immerg&e dans la solution d’huile de 
silicone (solution de mkthylsilicone, le plus souvent $ 5% dans de l’tther). Une fois 
retiree, on laisse s&her A temptrature ordinaire pour faire &vaporer l’tther. (b) La 
deuxitime mtthode consiste A imprtgner les chromatoplaques par une ascention de la 
solution de silicone dans une cuve fermCe. Chaque de ces deux methodes prtsente 
certaines insuffisances: la premihe mithode conduit B une rbpartition non-homogkne 
de la couche imprignante (couche d’huile de silicone) sur la chromatoplaque. La 
deuxiZme mtthode permet une rtpartition plus homogkne de la couche imprkgnante. 
Cependant la section de cette couche diminue progressivement de la base plongCe dans 
la solution d’imprCgnation vers le sommet. Nous avons t&s t6t abandon& la premikre 
mCthode pour son insuffisance qui ne permet pas d’avoir des rCsultats reproductibles. 
Plusieurs rCsultats ont &tt publits avec la deuxi2me mbthode. 11 s’agit 16 des rksultats 
reproductibles avec l’utilisation d’un &talon. Des substances ttudites par cette 
mtthode, nous pouvons titer les phCnols 2,3 les d&iv& de colchicine4, les d&-iv&s des , 
acides iodobenzo’ique, iodophinylacetique, iodophCnylpropionique, iodophenoxy- 
acetique et iodohippurique , ‘A les dithiooxalamides’ et les thiobenzamides’. 

L’insuffisance de la deuxigme mCthode, qui consiste en la diminution progressive 
de la section de la couche imprkgnante, peut &re &limin&e selon nos exptriences 
actuelles par une double imprkgnation ascendante A sens inverds. Nous avons utilist: 
cette nouvelle mCthode pendant l’ttude de la lipophilie des thiohydrazides’,” et 
thiobenzanilides’ ‘. Le but de ce travail est de prouver l’effrcacitt et les avantages que 
nous apporte cette troisitme mtthode en comparaison avec les deux premikres. Une 
autre possibilitt: est la chromatographie sur couche mince de gel de silice silanist, 
fourni par certaines firmes telles que Whatman et Merck. 
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NOTES 

PARTIE EXPCRIMENTALE 

R&actifs 
Les substances ttudikes, thiobenzanilide (I), 4-m&hylthiobenzanilide 
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(1% 4- 
m&hoxythiobenzanilide (III), 4,4’-dimCthylthiobenzanilide (IV), 4’-chloro-4 mtthyl- 
thiobenzanilide (V), 4’-chloro-4-mtthylthiobenzanilide (VI) et 4-chloro-4’-m&hoxy- 
thiobenzanilide (VII) ont ttt d&rites et caract&ristes dans l’une de nos pr&dentes 
publications1 ‘. Les solvants, mCthano1 et Cther, sont de purett p.A. (Lachema, Brno, 
TchCcoslovaquia). La solution d’imprkgnation utiliste est une solution g 5% dans de 
1’Cther de mtthylsilicone (Lucoil M 100, Lutchebnik, Kolin, Tch&coslovaquie). La 
phase mobile chromatographique est composCe d’une solution tampon phosphate 
(5,447 g de KH2P04 et 9,541 g de Na2HP04 12 Hz0 dans 1000 ml de l’eau, pH 6.900, 
ajoutCe g du mtthanol en proportions variables). 

Afattriels 
Les chromatoplaques, 20 x 20 cm, munies d’une couche de gel de silice (Silufol 

UV 254, Kavalier, Votice, Tch&oslovaquie) ont &tt impr&Ges dans une cuve en verre 
avec couvercle rod& Pour une comparaison appropriee nous avons aussi utilisC les 
chromatoplaques silanisCes KC 18F reversed-phase (Whatman, Clifton, U.S.A.). 
Celles-ci n’ont pas it& imprCgnCes. 

Chromatographie 
Les plaques Silufol ont CtC imp&g&es de trois mani&es diffkrentes A, B et C. 
(A) La plaque garnie de gel de silice est immergte dans la solution de 

mCthylsilicone; une fois retirke, on laisse s&her 24 h &rant $ la tempkrature du 
laboratoire, 23°C. 

(B) La deuxitme mCthode consiste en la migration ascendante de la solution 
d’imprtgnation pendant une dur&e de 15 h dans la cuve en verre soigneusement fermCe. 
La plaque retirte est s&h&e & la temp&ature du milieu pendant 24 h. 

(C) Double imp&nation g sens inversCs: Apr& une migration ascendante de la 
solution d’imprtgnation pendant une durtte de 15 h et aprb avoir s&he la plaque 
pendant 7 h, nous avons r&p& 1’imprCgnation suivant le principe B, mais avec une 
migration opposte g la premitre. La plaque a &tb ensuite s&h&e pendant 24 h g la 
tempkrature du laboratoire. Nous avons imp&gnC 60 chromatoplaques, 20 pour 
chaque type d’imprttgnation. 

Le developpement et la dttection chromatographiqne ont Ctb plus simples. Nous 
avons ChromatographiC par la technique ascendante sur une distance de 15 cm g partir 
de la ligne de dtpart. Celle-ci est situ& g 20 cm du bord inf&ieur de la plaque. Toutes 
les substances (ttudikes (solution g 5% dans du chloroforme) ont CtC d&pos&es sur la 
ligne de d&part g environ 2 cm d’intervalle les unes des autres. Sur chaque 
chromatoplaque nous avons toutefois d&pos& toutes les sept substances. Les plaques 
ont Ctt dCposCtes simultan&ment dans la phase mobile (solution tampon phosphate plus 
mCthano1 en proportions variables selon la mCthode de Magi et ai.12). Les concentra- 
tions de m&than01 dans la phase mobile ont &tC respectivement de 30,40,50,60 et 70%. 
Les chromatoplaques Whatman ont &tk utilisables pour lm concentrations de 50,60,70 
et 80% de m&than01 dans la phase mobile. L’opGration a iti rCp6tte quatre fois pour 
chaque concentration avec variation de la place des substances sur les plaques. 



402 NOTES 

Des valeurs de RF obtenues apres detection sous lampe UV now avons calcuk 
les valeurs de RM correspondants par l’equation 1 a l’aide de la calculatrice 
programmable Texas Instruments TI-59. Pour les kquations de regression permettant 
l’extrapolation a la concentration zero du methanol, ainsi que pour toute autre 
equation pour la comparaison des trois types d’imprkgnation nous avons utilist le 
mini-ordinateur Sharp PC 1211. L’extrapolation a tte faite selon l’equation 2. 

RM = log(l/RF - 1) (1) 

RM = a(% methanol) + b (2) 

RbULTATS ETDISCUSSION 

L’expkrience a montrk certains avantages de la double impregnation a sens 
inverds, c’est-a-dire la methode C, par rapport aux m&hodes A et B. Le front de la 
phase mobile a migre sur toutes les plaques impregnkes par la methode C parallelement 
a la ligne horizontale de depart. Pour une comparaison objective nous nous sommes 
servis des variations aleatoires (5’)13 des valeurs de RM (Tableaux II, III et IV). Pour la 
plupart les valeurs de S des valeurs de RM par la m&ho& C sont inferieures a celles des 
valeurs de RM obtenues par les mtthodes A et B. L’impregnation C permet aussi une 
grande reproductibilite des valeurs de R M. 11 existe cependant une correlation notable 
entre les valeurs de RM des trois types d’impregnation: 

RfCI = 0,582 R”M + 0,895 (3) 
r= 0,916 s = 0,126 F= 26,125 n = 7 

R$ = 1,044 R$ + 0,212 (4) 
I = 0,917 s=O,225 F=26,427 n= 7 

TABLEAU1 

~TUDEDELALIPOPHILIEAVECLESCHROMATOPLAQUESWHATMANKC~~F 

Valeurs de RM selon les difkentes proportions de mkthanol dam la phase mobile. 

Substances RM 

Proportions de methanol dans la phase mob& (%) 

50 60 70 80 0” 

I 0,180 -0,180 -0,504 -0,890 1,949 
II 1,090 0,542 0,301 -0,034 2,825 
III 0,265 -a,21 1 -0,530 -0,794 1,955 
IV 1,123 0,689 0,358 0,000 2,948 
V 0,962 0,065 -0,311 -0,678 3,452 
VI 1,038 0,578 0,204 -0,158 2,992 
VII 1,123 0,720 0,347 -0,017 3,009 

n Valeurs extrapokes selon I’kquation 2. 
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TABLEAU II 

BTUDE DE LA LIPOPHILIE AVEC LES CI-IBO~~ATOPLAQUES IMB&:GNBES PAR LA MBTH~DE A 

Valeurs de Rw extrapokes B la concentration z&o du m&anal dans la phase mobile; n = 4. 

Substances RM t S 

Proportions de mPthanol dans la phase mobile (%) 

30 40 

I 0,892 + 0,053 0,538 f 0,011 
II 1,106 + 0,008 0,712 + 0,042 
III 0,926 + 0,008 0,544 * 0,029 
IV 1,263 + 0,019 0,959 f 0,045 
V 1,372 + 0,102 1,140 + 0,565 
VI 1,700 * 0,055 0,683 + 0,252 
VII 1,534 f 0,125 1,120 + o,O48 

a Valeurs extrapolees selon l’equation 2. 

50 

0,215 f (1,048 
0,383 f 0,014 
0,300 f 0,175 
0,506 f 0,019 
0,378 k 0,146 
0,547 + 0,085 
0,710 + 0,027 

60 

0,065 f 0,195 
0,119 * 0,149 
0,138 f 0,269 
0,365 k 0,296 
0,376 f 0,146 
0,351 f 0,195 
0,457 + 0,450 

70 0” 

-0,408 + 0,058 1,797 
-0,275 f 0,288 2,087 
-0,274 + 0,178 1,730 
-0,163 + 0,022 2,309 
-0,173 * 0,054 2,582 
-0,190 * 0,144 2,674 
-0,112 * 0,053 2,719 

RL = 1,704 R”M - 1,193 (5) 
r = 0,951 s = 0,174 F=47,376 n = 7 

Les coeffkients de correlation ret les coeffkients s (variances des residus) sont obtenus 
par un test de Fisher-l 3. 

Les indices A, B, C utilises dans ces equations dkignent les diffirentes sortes 
d’impregnation. Les R& sont les valeurs de RM obtenues des chromatoplaques 
Whatman KC 18F. 

En comparaison avec les valeurs de RM obtenues awe les chromatoplaques 
Whatman KC 18F, la methode A prknte une co&ation r = 0.885, la mtthode 
B r = 0.947 et la methode C I = 0.990: 

TABLEAU III 

BTUDE DE LA LIPOPHILIB AVEC LES CI-IBOMATOBLAQUES IMPRB~NBEs PAR LA W-HODE B 

Valeurs de RM extrapokes I la concentration zkro du mtiaol dans lw phrw mobile; n = 4. 

Substances RM k S 

Proportions a+ methanol darts la phase mobile 

30 40 so 60 70 (P 

I 0,945 & 0,018 0,682 f O,lOt3 0,231 1?: 0,023 0,077 5 0,027 -0,309 f 0,068 1,882 
II 1,107 3_ 0,125 0,793 & 0,128 0,396 + 0,143 0,111 + 0,014 -0,279 + 0,077 2,152 
III 0,940 f 0,065 0,634 k 0,110 0,253 & 0,043 0,078 * 0,040 -0,293 & 0,078 1,833 
IV 1,144 + 0,137 0,859 k O,O63 0,498 + 0,028 0,239 + 0,OiO -0,226 f 0,017 2,183 
V 1,463 + 0,062 1,074 + 0,360 0,779 f. 0,045 61,449 f 0,045 -0,161 +- 0,094 2,657 
VI 1,314 + 0,333 0,990 + 0,075 0,734 + 0,012 0,455 + 0,047 -0,280 + 0,094 2,507 
VII 1,315 * 0,190 0,999 f 0,021 0,717 + 0,017 O&2 * 0,044 -0,323 + 0,017 2,559 

a Valeurs extrapolbes selon l’equation 2. 
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TABLEAU IV 

ETUDE DE LA LIPOPHILIE AVEC LES CHROMATOPLAQUES IMPREGNEES PAR LA METHODE C 

Valeurs de &, extrapolees s la concentration zero du mt%hanol dans la phase mobile; n = 4. 

Substances RM zk S 

Proportions de mPthano1 dons la phase mobile (%) 

30 40 50 60 70 0” 

I 
II 

III 
IV 
V 
VI 
VII 

0,945 f 0,012 0,732 i 0,047 
1,619 f 0,020 1,298 & 0,071 

0,985 f 0,014 0,740 i 0,053 
1,809 j, 0,029 1,464 i 0,038 

1,728 f 0,034 1,483 + 0,094 

1,550 + 0,025 1,304 * 0,071 

1,640 f 0,022 1,393 + 0,089 

’ Valeurs extrapoltes selon l’tquation 2. 

0,253 + 0,022 0,087 & 0,055 -0,286 & 0,060 1,900 
1,022 + 0,057 0,597 + 0,014 0,285 + 0,054 2,649 

0,348 * 0,038 0,122 + 0,015 -0,218 i 0,050 1,904 
1,165 + 0,023 0,784 + 0,007 0,394 + 0,064 2,878 

0,968 f 0,034 0,631 * 0,034 -0,057 * 0,019 3,162 

0,789 + 0,002 0,378 k 0,027 -0,082 f 0,053 2,883 

0,868 + 0,007 0,593 + 0,007 -0,064 + 0,025 2,990 

Rb = 0,700 R; + 0,397 (6) 
r=0,885 s=O,235 F=17,254 n=7 

R; = 0,479 R: + 0,931 (7) 
r = 0,947 s = 0,101 F= 43,885 n = 7 

R; = 0,896 R,W + 0,176 (8) 
r = 0,990 s = 0,081 F = 235,566 PI = 7 

Somme toute, les avantages de la double impregnation ascendante a sens 
inverses (mtthode C) nous ont conduit A prefkrer cette methode malgrt la propor- 
tionalitt des equations 4, 5 et 6. Dans notre dtpartement de chimie miner-ale et 
organique nous avons adopte cette methode d’imprignation applicable pendant 
1’Ctude chromatographique de la lipophilie des substances. L’ttude realiste sur les 
plaques Whatman a prouve une excellente correlation avec l’etude des memes 
substances sur le plaques de la mtthode C. Nous pouvons alors conclure que le gel de 
silice silanise peut etre valablement utilist pour l’etude de la lipophile des substances. 
Une explication profonde des effects physico-chimiques de la double impregnation C, 
permettant une repartition homogene de la couche impregnante, est l’objet de notre 
prochaine publication. 
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