TP5 Chromatographie sur papier
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La chromaingraphie sur papler est une chromatographie Hguide-l iqu:ide{ dite cizmnmmgmphxe
de partage, parce que la partition différentielle des solutés emre deux liquides zon mgscibiss, Pun
consiituant la phase stationnaire of Pantre Ig phase mobile, =5t & 1a base de Ia séparation,

La phase stationnaire est constituée par I’ humidité, toujours présente daus le papier méme $'H -
apparalt sec. La phase mobile est un solvant organique ( ou un mélange de solvanis ) Hilepewt )
étre disposée 4 1a base de 1a feuille de papier, de telle sorte quells monte dans Je papier par capillarité
{ chromatographie ascendaste) , ou bien prés du sommet, dans une sugette qud permet au solvant
de s”écouler progressivement de haut en bas 4 fravers foute la feuiile {chromstographie descendante)

Un sofuté trés soluble dans Ja phase fixe migrers lentement, I force de rétention préd;ominam
1z force d’entratnement. A Pinverse, un soluté soluble dans Ia phase mobile migrera rapidement.

Avant le passage du solvant ( appelé développement du chromatogremme }, on dépose sur )
le papier une goutte d’échantillon 4 analyser. Lorsque le développerent est achevé, on sori le papier
{ appelé chromatogramme ), on I séche ot on le révele, c'est & dire gu’on fait apparaftre par un
procédé des taches { dites spots ), les diverses molécules qui ont été séparées sont caractérisées
par des rapports frontaux qui permettent de les identifier dans un systéme donngé,

Distance parcourue per le soluté
Rf=

Distance parcourue par le solvant
MATERIEL ET REACTIFS ; i

Cuve 3 chromatographie
Etuve 3 déssication

Papier wattman N°1

Régle plate

Crayon

Solutions ¢’acides aminés 3 10g/l ( Ala, gly, Phé, Asp, lysettyr )
Solvent Butanol : seide acfticue - eau 1 11 .1 ; V/V

Révélateur 4 la ninhydrine ( Rs Jet R2 = sulfate ds nickel (6,25g) + H2OD QSP : 100 mi
Révélateur spéeifique aux ALA aromatigies

Pulvérisateur

Micro pipetie de 10 gt

Séchoir & cheveux 4 ramener soi-méme,
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PREPARATION DU CHROMATOGRAMME

Préparer une feuille de 25525 Cm.
Tracer la ligne de dép6t au arayon & environ'2,5 3 2 Cie du bord de I feuifle,
Indiquer 6 points correspondants & Pemplacement des acides aminés 4 des distances égales
42 ou25 Cm( voir schéma 1) 5
Déposer Péchantillon 3 Paide de Ia micco pipette on d’une pipette pasteur. Il faudrait 2 pouties
pour chaque dépbt en séchant aprés chaque dépdt. :
Sécher & P'aide d’un séchoir & air chaud chaque goutte.
Placer 1a feuille dans la cuve & chromatographie contenant le mélange
{ butanol ‘acide acétique : eau ) (wfv 1 11 ‘1) dume hauteor de 1 2 1,5 Cm.(schéma 2)
Recouvrir et suivre le développement du chyomatogramme.-
Sécher e chromatogramme dans une étuve & 70 °C ou au séche cheves.
La révélation : - Pulvériser la feuille de Ry
- Lalaisser cosuite 10 mm 3 Pétuve & 70°C
- Pulvériser Rz ‘
- Sécher 2 50°C

- Rémltats: - EBumtourer an crayon les spots révélds { colords } au erayon .

- Indiquer fe plus exactement possible leur centre.

- Ddterminer Ie RF du spot de chaque AA témoin,

- Diéterminer le R¥ du spot obtenu aves FAA inconny — Identifier le.
{Remarque : 1" "AA inconny” pourrait &fve en réalité 2 ou 3 AA)

Repére marqué au crayon & ne pas atteint par le solvant
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