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	IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE
PREPARATION

Principe

Il existe de nombreuses méthodes physico-chimiques d’analyse d’une substance : spectrographie, R.M.N., réactions tests chimiques, chromatographie... Cette dernière, bien que pas toujours performante, telle qu’on la pratique au niveau du lycée est néanmoins une technique très employée au laboratoire et dans l'industrie. 
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Chromatographie : elle permet de séparer et d'identifier les composants d'un mélange, donc d'analyser la composition d'un produit. Il existe plusieurs types de chromatographie :

- la chromatographie en phase vapeur



- la chromatographie sur colonne




- la chromatographie sur couche mince (C.C.M.)




- la chromatographie sur papier

Si toutes reposent sur le même prIncipe, les deux premières nécessitent un équipement sophistiqué et performant, réservé aux laboratoires de recherche ou industriels, tandis que les deux dernières se pratiquent facilement au lycée avec des résultats évidemment plus modestes. 


Quel que soit le type de chromatographie, on distingue la phase fixe, la phase mobile et l'échantillon. Dans tous les cas la phase mobile entraîne les échantillons à travers la phase fixe. Chaque composant est entraîné à une vitesse différente, ce qui décompose les échantillons, en permettant ainsi l’analyse. Ci-dessous on s’intéresse uniquement au cas de la CCM, qui est la technique pratiquée dans le TP.

Phase fixe ou adsorbant : c'est un composant déposé sur une plaque. Ici il s'agit de gel de silice déposé sur une feuille d'aluminium. La plaque est généralement fournie prête à l'emploi par le fabriquant.

Phase mobile ou éluant : c'est un mélange de solvants qui est susceptible de migrer le long de la plaque. La plaque est disposée verticalement dans une cuve contenant un fond d'éluant. L'éluant monte, par capillarité, à travers la phase fixe le long de la plaque.

Échantillon : produit préalablement déposé sur la plaque et qui sera entraîné par l'éluant. Selon sa nature, l'échantillon est entraîné plus ou moins efficacement par l'éluant (cf. pour en savoir plus, ci-dessous). Deux échantillons de nature différente parcourront donc des distances différentes le long de la plaque. Ainsi, deux composés distincts contenus dans un même échantillon se sépareront et atteindront des hauteurs différentes, ce qui permettra leur identification

Rapport frontal : une fois la chromatographie terminée, chaque constituant est repéré par son rapport frontal Rf, qui dépend de sa progression le long de la plaque. H étant la hauteur maximale atteinte par l'éluant (front) et h la hauteur atteinte par l'échantillon : 

Rf = h/H

Rf dépend de la nature du constituant, de l'éluant, de la nature de la phase fixe. De plus, les Rf sont difficilement reproductibles. Deux groupes peuvent obtenir des résultats différents. Ainsi la simple mesure d'un Rf ne suffit pas à identifier le composé. Pour identifier un composé on procédera par comparaison. On déposera sur la plaque à la fois l'échantillon à étudier et des échantillons de référence contenant chacun un seul des composés que l'on s'attend à trouver dans le produit à analyser. 

Élution : elle doit avoir lieu dans une cuve bien fermée (ex : pot à confiture) et préalablement saturée avec les vapeurs de l'éluant. La première chose à faire pour pratiquer une CCM est donc de préparer la cuve avec son éluant, pour que les vapeurs se dégagent et saturent la cuve. C'est dans ces conditions que les rapports frontaux ne varient pas trop d'une manipulation à l'autre. La plaque doit être le plus vertical possible et son bord inférieur le plus horizontal possible, afin que l'éluant monte régulièrement avec un front bien horizontal.
Révélation : les produits étudiés peuvent être ou non colorés. Dans le premier cas, la mesure des hauteurs atteintes est immédiate, dans le second cas, il faut faire apparaître les composés, soit par U.V., soit par un réactif qui les colore.

Remarque : ce qui caractérise la substance étant la vitesse de montée sur la plaque, la hauteur atteinte par les composés dépend évidemment du temps qui leur est accordé. Si l'on attendait suffisamment longtemps, tous les composés seraient en haut de la plaque. C'est pourquoi on stoppe l'élution avant que l'éluant, qui est par définition le plus rapide, n'arrive en haut de la plaque.

Pour en savoir plus...
Pourquoi ça monte : L'adsorbant et l'éluant doivent agir en sens inverse : si un composé est peu entraîné par l'éluant, il est retenu par l'adsorbant et inversement. En fait c'est la polarité (dissymétrie de charges dans la molécule) du composé qui détermine son interaction plus ou moins grande avec l'adsorbant ou l'éluant. Il faut donc combiner un éluant qui interagit fortement avec les composés polaires (et donc les entraîne) avec un adsorbant qui agit peu avec les composés polaires et donc beaucoup avec les composés non polaires. Avec une telle association, le composé le plus polaire montera le plus haut (entraîné par l'éluant et peu retenu par l'adsorbant) et le composé le moins polaire migrera très peu (retenu par l'adsorbant et peu entraîné par l'éluant). On peut imaginer l'association contraire qui aura exactement le résultat inverse. Il est évidemment sans intérêt d'associer un adsorbant et un éluant de même nature ! Citons un exemple de molécule polaire pour fixer les idées : la molécule d'eau dont l'atome d'oxygène "accapare" les électrons aux dépends des atomes d'hydrogène. La molécule est alors plutôt négative coté O et plutôt positive coté H. Par ailleurs la plaque de silice interagit faiblement avec les composés polaires, tandis que l'acide méthanoïque et l’éthanol interagissent fortement.

La caféine, composant bien connu du café, est une des trois xanthines, les deux autres étant la théophylline (présente dans le thé) et la théobromine (isomère de la précédente et présente dans le cacao). La caféine est également présente en faible quantité dans le cacao et en forte quantité dans le thé. Les xanthines sont des stimulants du système nerveux central (surtout la caféine, qui entraîne aussi parfois en contrecoup une phase dépressive). Les xanthines agissent aussi sur le système cardio-vasculaire (surtout la théophylline) et peuvent provoquer de la tachycardie à forte dose. Enfin elles ont un effet diurétique (surtout la théobromine). Il faut également noter qu'elles entraînent, caféine en tête, une accoutumance, la privation provoquant irritation et nervosité. 

L’aspirine ou acide acétylsalicylique est un médicament antipyrétique, antalgique, anti-inflammatoire et anti-coagulant. Ses indications thérapeutiques et ses formes galéniques sont très nombreuses. C’est le médicament le plus consommé dans le monde. Son nom vient de A = acétyl + SPIR = Spirsäure, reine des prés en allemand, plante qui contient l’ancêtre de l’aspirine (la salicyline) + INE…pour faire médicament ! La découverte de l’aspirine en 1853 par le français Gerhardt ne fut pas brevetée. Le brevet de la synthèse industrielle a été déposé en 1899 par Hoffmann pour la firme allemande BAYER. 

Le paracétamol ou 4-éthanamidophénol est un médicament plus récent également antipyrétique et antalgique. Quand seules ces propriétés sont nécessaires, on le préfère à l’aspirine en raison de moindres effets secondaires. Il existe aussi sous de nombreuses formes galéniques en particulier et contrairement à l’aspirine…en suppositoires !

Le diiode est un solide sombre qui se sublime facilement à température et pression ordinaires en un gaz violet irritant. Bien que toxique sous cette forme, comme les autres halogènes, l'élément iode est un oligo-élément indispensable puisqu'il est contenu dans la thyroxine, hormone produite par la thyroïde. Ce qui explique l'affinité biologique de cet élément (mais hélas aussi de ses isotopes radioactifs artificiels) avec cet organe. Présent dans l'eau de mer et les algues, il en suffit d'infimes quantités pour l'organisme. Son insuffisance, en particulier chez les enfants provoque des troubles graves (goitre, retards de croissance et de développement psychomoteur, crétinisme). Des populations entières (populations pauvres des hautes montagnes sud-américaines donc éloignées de la mer) en sont démunies par suite d'une alimentation trop peu iodée. L'utilisation de sel iodé (hélas un peu plus cher que le sel non iodé) suffit pourtant à éviter les déficits nutritionnels, comme il a été spectaculairement démontré en Colombie en 1950.

Questions préparatoires
Lire attentivement la partie manipulation, en particulier le protocole expérimental.

1.
Retrouver dans le cours de Biologie les définitions suivantes : oses, holosides, diholosides

2.
Rappeler la formule brute du glucose. Sachant que le maltose et le lactose sont des diholosides formés à partir du glucose, donner leur formule brute.

3. Parmi ces deux molécules, glucose et saccharose, quelle est la plus grosse ? Peut-on en déduire celle qui aura le rapport frontal le plus élevé ? Pourquoi ?

4. Les solutions aqueuses de glucose, de maltose et de fructose sont-elles colorées ? Un révélateur sera-t-il nécessaire ?

5.
Dans les manuels traitant de chromatographie sur couche mince, il est précisé que les solutions à chromatographier doivent contenir de 0,1 à 1 % (en masse) de substance à analyser. Cette condition est-elle réalisée pour les échantillons considérés ?

6.
Définir les termes antalgique et antipyrétique. Donner les formules chimiques de l’aspirine et du paracétamol. Qu’appelle-t-on forme galénique ?

7.
Chercher un médicament contenant l’une de ces substances dans la pharmacie familiale et noter les indications thérapeutiques et les effets secondaires.

MANIPULATION
	Matériel
	Produits

	capillaires

plaques pour CCM 


(silice sur aluminium)

2 bocaux avec couvercle 

2 mortiers + pilons

2 spatules
	Chromatographie des glucides

Échantillons à analyser : 

notés A, B et C susceptibles de contenir 

                                         
du glucose et/ou du maltose et/ou du saccharose.

Échantillons de références : 
- glucose : 0,03 à 0,1 g dans 20 mL d'eau










- maltose : 0,03 à 0,1 g dans 20 mL d'eau










- fructose : 0,03 à 0,1 g dans 20 mL d'eau

	5 petits béchers 

1 bécher 100 mL

tubes à essais

pipette graduée 10 mL

propipette
	Éluant      

acide éthanoïque pur

1 volume

+
butanone




3 volumes

+
éthanol 




1 volume
	Révélateur (= réactif de Molish)


naphtol-1






0,05 g

+ éthanol 






10 mL

+ acide sulfurique à 20%

10 mL

	plaque chauffante

séchoir bocal de sable 


(pour révélation au diiode)

lampe U.V.

hotte
	Chromatographie des médicaments

Échantillon à analyser : 

actron® et claradol®

Solvant 
Échantillons de références : 
- caféine





éthanoate de butyle










- aspirine










- paracétamol
	

	Gants

lunettes de protection


	Éluant      

éthanoate de butyle

6 volumes

+
cyclohexane



4 volumes

+
acide méthanoïque

1 volume
	Révélateur 

Diiode en cristaux




But de la manipulation
Étudier le principe de la séparation et de l'identification des composants d’une substance par CCM.

Précautions
(
La plaque est sensible à toute trace de produits présents sur les mains. On la manipulera donc avec des gants et en la tenant par les bords.

(
Les révélateurs (réactif de Molish et diiode) sont des produits toxiques, leur manipulation se fera sous la hotte aspirante.

(
Éluant et révélateur sont prêts à l'emploi, leur composition est donnée à titre indicatif.

Remarque d’organiqation

Préparer les cuves à élution des deux manipulations et laisser saturer. 

Préparer ensuite la CCM des glucides et commencer la seconde manipulation pendant l’élution.

Analyser les glucides pendant l’élution des médicaments.

Terminer la manipulation des médicaments.

A - CHROMATOGRAPHIE DES GLUCIDES

Protocole expérimental

1. Préparation de la cuve
(
Verser l'éluant dans la cuve (bocal ou bécher) sur une hauteur de 5 mm.

(
Boucher et attendre au moins 10 minutes avant d'introduire la plaque afin que la cuve soit bien saturée.

2. Préparation de la plaque

(
Tracer, au crayon papier graphite, une ligne fine à environ 1 cm du bas de la plaque.

(
Numéroter au crayon 4 positions pour les échantillons. 

(
Prélever, à l'aide d'une pipette Pasteur, une petite quantité d'échantillon et le déposer sur la ligne tracée sur la plaque.

La tache, très petite, doit avoir un diamètre inférieur à 5 mm. On peut superposer plusieurs microgouttes, en séchant à chaque dépôt, pour augmenter la quantité de produit sans faire un gros pâté. Sécher avec un séchoir.

Remarque : les taches doivent être distantes d'au moins 1 cm et situées à environ 1 cm du bord.

3. Élution
(
Placer ensuite la plaque (ligne de départ vers le bas) dans cette cuve. Reboucher. Ne pas déplacer ou heurter le bocal.

(
Retirer la plaque de la cuve lorsque la ligne frontale a atteint au moins les deux tiers de la hauteur de la plaque et avant d'être à moins d'un centimètre du bord supérieur.

(
Repérer la hauteur maximale, H, atteinte par l'éluant.

(
Sécher la plaque à l'aide du sèche-cheveux.

4. Révélation
(
Sous la hotte, vaporiser la plaque, sèche, maintenue horizontale, avec le réactif de Molish.

(
Chauffer sur la plaque chauffante et toujours sous la hotte.

(
Noter les valeurs h des hauteurs atteintes par chacun des échantillons.

Résultats

(
Faire un schéma du chromatogramme obtenu en notant les mesures.

(
Calculer les valeurs de Rf pour chaque échantillon sur la plaque.

(
Noter les résultats obtenus par d'autres groupes pour les autres produits à analyser (A, B, C).

Conclusion

(
Quelle est la composition des échantillons à analyser ?

(
Les résultats des valeurs de Rf sont-elles strictement identiques dans les différents groupes ?

(
On dit qu'un solvant est satisfaisant s'il entraîne les échantillons sur une distance d'environ la moitié de celle atteinte par le front du solvant. L'éluant utilisé ici remplit-il ce critère ?

(
Conclure sur l'intérêt et les limites de ce type d'analyse chimique.

B - Chromatographie des médicaments
Protocole expérimental

(
Sous la hotte, préparer les cuves à élution et à révélation (sable + paillettes de diiode).

(
Piler successivement (et sans les mélanger !) les comprimés : aspirine, paracétamol, caféine, claradol®  et actron®…

(
Numéroter dans le portoir 5 tubes à essais et y placer la poudre d’un des comprimés et 2 ml d’éthanoate de butyle.

(
Agiter puis laisser reposer chaque tube quelques minutes. 

(
Réaliser la CCM de ces cinq produits en respectant les mêmes consignes que précédemment.

(
Après élution et séchage sous la hotte, révéler sous la lampe à U.V. Noter très légèrement au crayon les taches.

(
Révéler en présence de diiode sublimé.

Résultats

(
Schématiser la CCM et calculer les rapports frontaux.

(
Identifier la composition du claradol® et de l’actron®.

Conclusion
(
Commenter les techniques de révélation.

(
Peut-on se faire une idée des quantités respectives des composants dans les deux médicaments ? 

