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NOUVEAUX ASPECTS DE MICRO-METHODES
POUR LA DETERMINATION DES STRUCTURES

EN CHIMIE ORGANIQUE
PAR

Pierre BAUDET, Claude OTTEN et Kurt EDER

Les produits naturels ä l'etat pur, dont on se propose d'etablir la constitution,
ne sont souvent disponibles qu'en faible quantite. Pour obtenir les informations
desirees, des methodes d'analyse de structure doivent etre proposees qui consomment

peu de substance. Plusieurs methodes spectrophotometriques repondent ä ce critere:

l'absorptiometrie ultra-violette ne reclame souvent que des quantites de l'ordre de

0,05 ä 0,1 /(mole. Le spectrographe de masse n'a besoin que de 0,1 ä 10 /(moles
d'echantillon. Recemment nous avons developpe plusieurs methodes de microspectro-
photometrie infra-rouge [1] qui ä partir de 0,01 ä 0,1 /(mole permettent d'obtenir des

spectres d'excellente qualite. Parmi ces methodes physiques, seule la spectrographie
de resonance magnetique nucleaire exige encore des quantites de produits supe-
rieures ä 10 /(moles.

L'utilisation de la spectrophotometry permet une analyse souvent tres poussee
de la constitution d'un compose dont on ne dispose que tres peu, mais frequemment
la structure definitive ne pourra etre etablie sürement qu'apres degradation chimique
du produit et analyse des fragments obtenus. A ce sujet, deux aspects doivent retenir
notre attention: 1) les fragments doivent etre purifies; 2) une fois purs, ils doivent
etre etudies, d'une part par la voie spectrophotometrique et d'autre part par I'analyse
elementaire qui fournit des donnees indispensables.

Pour la purification des produits de degradation chimique, les differentes
techniques de Chromatographie en couche mince et l'electrophorese sont utilisees plutot
que les extractions successives ou les cristallisations fractionnees dont l'utilisation
ä cette micro-echelle est peu aisee. L'isolement des fragments des supports de frac-
tionnement est realise soit par extraction soit par sublimation. L'extraction exige que
le materiel servant de support et Ie solvant de Chromatographie ou le tampon d'elec-

trophorese ne contaminent pas le produit extrait. La sublimation ne peut etre realisee

pour beaucoup de corps que dans un vide approprie.



288 NOUVEAUX ASPECTS DE MICRO-METHODES

En dehors de ces exigences, souvent difficiles ä satisfaire, l'experimentateur doit
surmonter les difficultes inherentes ä la perception et ä la manipulation de tres petites
quantites de produits, cristallises ou non, qu'il trouve dans les micro-receptacles de

verre apres les extractions.

a) Micro-methode d'extraction en Chromatographie et en electrophorese.

Nous realisons l'extraction des fragments ou des produits natifs des supports
de Chromatographie en couche mince ä l'aide de l'appareil decrit ä la fig. 1.

Dispositif pour la micro-extraction de produits des supports de Chromatographie en couche mince.
L'entonnoir en acier A est remplace par une micro-cuvette en verre.

La portion du chromatogramme contenant la substance purifiee est introduite dans

une tubulure de verre de 0,5 mm de diametre et de 50 mm de haut, retrecie ä une extre-
mite, laquelle dans l'extracteur, repose directement sur la fritte G3. Les gouttes du
solvant d'extraction issues du reservoir, tombent goutte ä goutte sur la matiere



POUR LA DETERMINATION DES STRUCTURES EN CHIMIE ORGANIQUE 289

divisee contenue dans ce tube. La solution de l'extrait s'ecoule ä travers la fritte G3

et le capillaire dans un petit recipient de verre oil eile s'evapore — l'enceinte lb etant
tenue sous un vide de 12-15 Torr. — au fur et ä mesure qu'elle y parvient. Soulignons
une fois encore, que le choix du solvant ne depend pas seulement de la substance ä

extraire mais aussi de la solubilite des supports de Chromatographie, par exemple
l'extraction ä l'eau est incompatible avec les supports de silice ou d'alumine.

f
Fig. 2.

a) bände de papier isolee d'un pherogramme et quadrille en vue de la decoupe h);
b) bände decoupee en vue de la concentration;
c) concentration de la fraction;
d) position de la bände de papier pour l'extraction.

En ce qui concerne l'extraction d'un produit provenant d'une separation electro-
phoretique sur papier, nous avons developpe un extracteur qui utilise Ie principe de
1'efFet capillaire. Les bandes de papier rectangulaires contenant la fraction (decoupees
dans le pherogramme) sont sechees sous vide et decoupees selon le dessin de la fig. 2a,

puis pliees en leur centre. Chacune des extremites d'une bände ainsi preparee est mise

au contact avec une epaisseur de papier imbibe d'eau contenue dans un reservoir
situe ä l'interieur de l'appareil d'elution (voir fig. 3); si bien que la fraction est entrainee
simultanement par le solvant ä partir des deux extremites de la bände de papier
jusqu'au carre central (voir fig. 2a ä 2b) oü elle se concentre lineairement. Cette
concentration est achevee en quelques minutes. Le papier, encore dans sa position
initiale, est aplati sur la surface de l'elueur (construit en polyvinyle) de telle sorte que
le capillaire destine ä aspirer la solution concentree de la fraction, entre en contact
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immediat avec la zone de papier oil eile se trouve. L'extrait s'ecoule alors goutte ä

goutte ä l'extremite inferieure du capillaire dans un micro-recipient oil la fraction sera

recueillie apres sublimation de l'eau dans un vide approprie. Le decoupage de la

Fig. 3.

Vue en coupe de l'dlueur, pour l'extraction des produits apres electrophorese sur papier.

1' support de base,
3' capillaire de 100 mm de longueur et 0,5 mm de diametre,
10' axe de rotation,
11' verrouillage du mouvement de rotation sur l'axe 10',
12' et 13' butee,
14' plateau superieur,
15' plateau inferieur.
18'et 19' epaisseur de papier ä Chromatographie imbibe de solvant,
20 et 21' conduit d'amenee du solvant d'extraction,
22' reservoir central pour le solvant d'extraction.

bände de papier (fig. 2a, b) est necessaire, du fait que la zone dans laquelle le capillaire
peut aspirer le liquide ne depasse pas un diametre de 10 mm, au-delä duquel les mou-
vements de la solution sont ralentis; souvent la largeur des bandes decoupees dans les

pherogrammes depasse ce diametre critique. Les extractions se font en serie;
l'elueur est circulaire et tournant sur un axe central (voir fig. 3).
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Ces extraits sont toujours accompagnes d'une fraction hydro-soluble provenant du

papier support de l'electrophorese, fraction presente meme si celui-ci a ete soigneu-
sement lave. L'examen ulterieur du produit ainsi obtenu ne pourra etre poursuivi
en micro-analyses spectrophotometriques et elementaires que si ces contaminants —
insolubles dans la plupart des solvants organiques — peuvent etre elimines. On peut
y parvenir en fixant sur la molecule du produit un reste qui eleve sa solubilite dans

ces solvants, par ex. un groupe 2, 4 dinitrophenyl- sur une fonction aminee primaire
ou secondaire.

b) Application de la micro-spectrophotometrie infra-rouge ä la Chromatographie en

couche mince.

L'utilisation de la micro-spectrophotometrie infra-rouge ä la Chromatographie
en couche mince releve d'un appareil extracteur tout ä fait semblable ä celui que nous
decrivons dans la fig. 1, toutefois le receptacle destine ä recevoir l'extrait est remplace
ici par un entonnoir en acier inoxydable porteur d'un cylindre de 4 mg de KBr dans

lequel l'extrait issu du support de Chromatographie, se concentre continuellement.
Les techniques de preparation du cylindre de bromure de potassium, du transfert
du produit dans ce cylindre et de transformation de cette preparation en une pastille
aux qualites optiques desirees ont dejä ete exposees [1]. Nous illustrons (voir fig. 4) les

performances de cet appareillage par les spectrogrammes IR obtenus sur 0,1 /imole
des dinitro-2,4-phenyl L-alanine et L-valine. Ces produits ont ete separes en
Chromatographie en couche mince sur gel de silice G ä l'aide du solvant n-butanol-NH3
(phase legere du melange de volumes egaux de n-butanol et d'une solution aqueuse
d'ammoniaque ä 0,3 %). Apres la Chromatographie, le chromatogramme est maintenu
60 min. ä 40°, soumis aux vapeurs chlorhydriques et finalement porte successivement
dans un vide de 15 Torr, et de 0,07 Torr. Ces traitements termines, le support de silice

contenant ces deux DNP acides amines est extrait dans le micro-extracteur (voir fig. 1

et ref. [1]). Des blancs sont constitues qui qualifient la purete, d'une part du gel de

silice employe, des solvants de Chromatographie et d'autre part de la qualite du solvant
d'extraction. II va sans dire que ces blancs ne doivent pas presenter de bände d'absorp-
tion en dehors de Celle de l'anhydride carbonique, de l'eau atmospherique et eventuel-
lement des petites quantites d'humidite contenues dans le support ou le solvant
d'extraction. II sera quelquefois necessaire de purifier le gel de silice G par le solvant
utilise pour l'elution, dans un extracteur de Soxhlet. Les spectres ont ete obtenus dans
le spectrophotometre 221 Perkin Elmer, muni du Beam Condensing Unit sur l'un des

faisceaux.

La Sublimation a ete proposee par Baehler [2] pour faire sortir les produits rede-
vables de cette action, du support de Chromatographie en couche mince. La combi-
naison de cette methode et de la micro-spectrophotometrie infra-rouge parait parti-
culierement profitable puisque, alors, on pourra examiner le Sublimat par l'une des

differentes micro-methodes proposees [1] et parce qu'ainsi, on se trouve ä l'abri des
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Fig. 4.

Spectres IR, obtenus en micro-spectrographie dans le KBr

a) de 0,1 jiinole de dinitro-2,4 phenyl-L-alanine,
b) de 0,1 Mmole de dinitro-2,4-phenyl-L-valine.

eventuels contaminants envisages plus haut. Toutefois, la plupart des corps ne subli-

ment que dans des vides plus ou moins pousses et la sublimation n'est aisee que si le

pouvoir d'absorption du support de Chromatographie — qui croit toujours avec la

temperature — est faible. Aussi nous avons developpe [3] un appareillage qui permet
de soumettre le chromatogramme ä des vides tres pousses, de porter la temperature
de la plaque de verre supportant le chromatogramme au-delä de 200° et de refroidir
la surface receptrice des Sublimats ä des temperatures basses par circulation d'un
melange de liquide ä —20°C. La cellulose 300 MN a ete preferee ä la silice pour la

Chromatographie de partition parce qu'elle ne retient que fort peu les produits subli-
mables. Le sublimat (0,01 ä 0,1 /rmole) est transvase dans un micro-disque de KBr
(4 mg) [1] soit apres dissolution dans quelques gouttes d'un solvant approprie soit

directement ä l'etat solide en vue d'une prise de spectre IR, apres suspension du solide
dans le nujol [1], ou apres compression du solide ä la surface d'un micro-disque de

KBr [1], Nous illustrons cette application (fig. 5) par les spectres infra-rouges du
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L-phenyl-l-isobutyl-4-thio-2-hydrantoine (PTH L-leucine) et du L-phenyl-l-[methyl-
l-propyl]-4-thio-2-hydanto!ne (PTH L-isoleucine). Ces produits (0,1 mole) ont ete

chromatographies en couche mince sur cellulose MN 300 ä l'aide du solvant heptane-
n-butanol-ac-formique (40: 40: 20 ml). La Chromatographie a ete suivie de la
sublimation des PTH sous un vide de 0,05 Torr, ä 180°. Les Sublimats cristallises ont ete

Fig. 5.

Spectres IR, obtenus en mino-spectrographie dans le nujol
a) de 0,1 Mmole de L-phenyl-l-isobutyl-4-thio-2-hydantoine (PTH L-leucine),
b) de 0,1 Mmole de L-phenyl-l-[methyl-l-propyl]-4-thio-2-hydantoine (PTH L-isoleucine).

examines en suspension dans le nujol [1] par la technique de la micro-spectrophoto-
metrie infra-rouge dans le spectrophotometre Perkin Elmer 221, muni du Beam

Condensing Unit.
L'ultra-micro-analyse elementaire est le complement indispensable de l'analyse

spectrophotometrique.

c) Les methodes classiques de Pregl, basees sur la gravimetrie ne sont pas
applicables ä cette echelle. De nouvelle methodes d'analyse elementaire ont ete developpees
recemment qui pour un dosage C, H, N ne consomment que quelques dixiemes de

milligramme de produit. On a propose [4, 5] le dosage des elements comme C02,
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H20, N2 et S02 par Chromatographie en phase gazeuse. On parvient aux memes
resultats par mesure de la conductibilite specifique des produits de combustion
melanges au moment voulu ä de Thelium, gaz entraineur [6, 7]. Nous aimerions nous
etendre plus specialement sur la methode iodometrique proposee par Unterzaucher [8]

et les methodes manometriques. Dans le premier procede, la substance (0,1-0,5 mg)
est brulee dans un courant d'air. Les gaz qui resultent de cette combustion sont entrai-
nes ä travers un melange d'argent, de cuivre et d'oxyde cuivreux. Le melange gazeux
(C02, H20 et N2) est ensuite fractionne: l'eau est fixee sur du chlorure en baryum
anhydre ou du gel de silice anhydre ou bien congelee. L'anhydride carbonique et

1'azote, les gaz restants, passent alors ä travers une couche de carbone portee ä

1100° oü l'anhydrique carbonique est reduit en oxyde de carbone. Cet oxyde est trans-
forme par oxydation a l'aide du pentoxyde de iode en anhydrique carbonique, avec
liberation concomittante d'une quantite equivalente d'iode. Par Taction du brome,
Tiode est oxyde en iodate que Ton titre par iodometrie. Finalement, on trouve que
1 ml de thiosulfate de sodium 0,02 N correspond ä 50 /ig de carbone. Pour le dosage
de Thydrogene, l'eau fixee prealablement sur Tadsorbant est liberee par chauffage.
La vapeur d'eau est conduite sur du carbone porte ä 1100°, qui la decompose en
CO + H2. L'oxyde de carbone est alors oxyde par le pentoxyde iode et le processus
se continue et se termine comme on Ta indique plus haut. A 1 ml d'une solution de

thiosulfate de sodium 0,02 N correspond 16,8 /ig d'hydrogene. Les methodes mano-
metriques [9, 10, 11, 12, 13 et 14] ne sont pas moins favorables au micro-dosage
elementaire. Leur principe repose sur la mesure de la difference de pression dans un
systems prealablement evacue puis rempli de gaz. La calibration de Tappareillage est

faite par les volumss gazeux degages lors de la combustion de substances connues.
Elles permettent de doser en meme temps C, H etN. Le produit est brüle dans un
Systeme prealablement evacue dont on a mesure le vide (valeur 0), de telle fagon que la
phase gazeuse ne comporte que C02, TI20 et N2. L'anhydride carbonique et l'eau
sont congeles par l'air liquide et la pression du gaz restant, 1'azote, est notee. Pour
connaitre la pression due ä l'anhydride carbonique, le Systeme est ä nouveau evacue,
et l'anhydride est gazeifie, sa pression est notee. II en va de meme pour connaitre la
pression donnee par l'eau qui, decongelee, est vaporisee dans le Systeme prealablement
debarrasse de C02.

Les pressions suivantes ont ete observees dans l'appareil que decrit Schöniger:
ä 7,5 mm, 44,4 mm, 7,7 mm, correspondent respectivement 0,1 mg de C, 0,1 mg de H
et 0,1 mg de N. L'analyse de ces trois elements se faisant ä partir de la meme prise
et successivement dans le meme appareillage, la determination de la formule elementaire

devient independante de la quantite pesee.

En ce qui concerne d'autres methodes de dosage de 1'azote, Kirsten [15] a propose
un ultra-micro-dosage selon Dumas. Apres mineralisation par de l'acide sulfu-

rique, Tammoniac peut etre dose par acidimetrie, par iodometrie ou par colori-
metrie [17].
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Pour la mineralisation des autres elements, on utilise avec avantage des tubes

scelles. Le dosage des ions formes s'effectue surtout par methode volumetrique [15

et 18].

R£SUM£

Nous presentons quelques nouveaux aspects de micro-methodes de determination des structures
de produits organiques. Particulierement nous decrivons des micro-extracteurs capables d'extraire les

produits natifs ou leurs fragments de degradation apres purification en chromatographic en couche
mince ou en electrophorese sur papier. Nous donnons quelques exemples de l'utilisation de la micro-
spectrophotometrie infra-rouge ä la Chromatographie en couche mince apres extraction ou
sublimation in situ des produits ä examiner. Nous rendons compte des possibilites actuelles de la
micro-analyse elementaire.

Laboratoire de chimie organique et pharmaceutique
et Laboratoire de ehimie minerale et analytique

de /' Universite de Geneve.
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