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IDENTIFICATION D’ESPECES CHIMIQUES

LA CHROMATOGRAPHIE (CCM)
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I/Principe et technique de la chromatographie
1. Obtention d'un chromatogramme
On utilise une plaque à chromatographie. Elle est constituée par exemple d'une plaque de plastique ou d'aluminium sur laquelle est déposée une mince couche de gel de silice. Il peut aussi s'agir d'une simple feuille de papier. Le gel de silice constitue la phase fixe (ou stationnaire).

On y trace, à quelque distance du bord inférieur, une ligne appelée ligne de dépôt, sur laquelle on dépose le mélange à séparer/analyser.

On réalise aussi éventuellement quelques dépôts de produits purs connus.
Cette plaque est placée dans un récipient (cuve à élution) dans le fond duquel on a mis un solvant (ou éluant).

Lorsque la plaque est placée dans le récipient, elle doit tremper dans l'éluant mais ne doit pas atteindre le(s) dépôt(s).

L'éluant constitue la phase mobile : elle migre le long de la phase fixe (par capillarité) en entraînant avec elle le mélange à séparer. C'est le phénomène d'élution.
La séparation du mélange a lieu lors de la migration de la phase mobile. Elle s'explique par un double phénomène :

- les constituants du mélange ont des solubilités différentes dans l'éluant

- les constituants du mélange sont adsorbés (retenus) différemment sur le gel de silice.
Un constituant est d'autant plus entraîné par l'éluant qu'il est plus soluble dans cet éluant et moins adsorbé sur la phase fixe.
On retire la plaque de la cuve lorsque l'éluant arrive à quelque distance de la partie supérieure de celle-ci et on repère la position atteinte appelée front du solvant, ceci en vue de l'identification des composants du mélange.

On repère également la position des taches.

Lorsque les taches sont invisibles il faut les révéler (UV, vapeurs de diiode, permanganate de potassium...). On repère leur(s) position(s). On a alors obtenu un chromatogramme, qu'il reste à analyser.

2. Analyse du chromatogramme
On mesure la distance parcourue par le solvant D et la distance d parcourue par une tache donnée.

On calcule alors le rapport frontal.
Le Rapport frontal d'un constituant, dans un éluant donné et sur un support donné est défini par :


 

Rf est caractéristique d'une substance donnée pour un éluant donné sur un système support-phase stationnaire donné ;
Rf est le même que le constituant soit pur ou dans un mélange ;
Rf ne dépend pas de la concentration du constituant dans le mélange.
Pour identifier une substance on compare son rapport frontal à ceux de substances de référence placées dans les mêmes conditions (même éluant, même phase stationnaire). Si certaines substances de référence, présentes dans le mélange analysé, ont été déposées en même temps sur la plaque, l'identification des taches est possible par comparaison directe (sans calcul).
II/ Chromatographie de colorants alimentaires
Expérience

1) préparation de la cuve
Verser l'éluant (constitué de solution NaCl à 40 g/L + éthanol à 95° à raison de 5 : 1 volumes) dans la cuve à chromatographie sur une hauteur d'environ 1 cm. Recouvrir la cuve avec la boîte de Pétri.

2) préparation de la plaque
- Prendre la plaque à chromatographie pour CCM dans le sens de la hauteur et tracer, sans appuyer, un trait de crayon dans le sens de la largeur à 1,5 cm du bord inférieur : c'est la ligne de dépôt.

- Avec un tube capillaire (tube très fin) ou une pique à apéritif prélever un peu de colorant alimentaire et le déposer sur la ligne de dépôt. Pour que la tache ne s'étale pas trop le dépôt doit s'effectuer par petites touches brèves de façon à obtenir une tache d'environ 3 mm de diamètre. Répéter le dépôt plusieurs fois au même endroit.

- Refaire de même avec d'autres colorants en les déposant sur la ligne à quelques cm les uns des autres.
3) élution
- Placer la plaque dans la cuve (le bas de la plaque doit tremper dans l'éluant mais celui-ci ne doit pas atteindre les dépôts) et recouvrir.

- Laisser l'élution se produire en ne touchant ni à la plaque ni à la cuve (pour maintenir un front rectiligne)
4) analyse de la plaque
- Lorsque l'éluant est à environ 1 à 2 cm du haut, sortir la plaque de la cuve et repérer immédiatement le front du solvant avec un crayon.

- Sécher la plaque et repérer ensuite les positions de chaque tache.
- Répondre aux questions qui suivent.
Questions
1) Tous les colorants migrent-ils de la même façon ? Si non quel est celui qui est le plus soluble dans l'éluant ? Quel est celui qui est le moins soluble dans l'éluant ? Quel est celui qui est le plus adsorbé sur la phase fixe ? Quel est celui qui est le moins adsorbé sur la phase fixe ?

2) Les colorants alimentaires sont-ils constitués d'espèces pures ? Si oui, lesquels sont purs et qu'est-ce qui permet de l'affirmer ? Si non de quoi un colorant qui est un mélange est-il constitué ?
3) Calculer le rapport frontal de chaque colorant alimentaire.

4) Ce rapport frontal est-il le même lorsque l'on change l'éluant ou la phase stationnaire ? (voir expérience faite au bureau)

III/ Chromatographie d'une huile essentielle
Expérience
1) préparation de la cuve
Verser l'éluant (constitué de dichlorométhane) dans la cuve à chromatographie sur une hauteur d'environ 1 cm. Recouvrir la cuve avec la boîte de Pétri.

2) préparation de la plaque
- Prendre la plaque à chromatographie pour CCM (gel de silice sur plastique) dans le sens de la hauteur et tracer, sans appuyer pour ne pas abîmer le gel de silice, un trait de crayon dans le sens de la largeur à 1,5 cm du bord inférieur : c'est la ligne de dépôt.
- Réaliser comme précédemment les dépôts suivants : 
- Huile essentielle de lavande en solution dans le dichlorométhane

- Acétate de linalyle en solution dans le dichlorométhane

- Linalol en solution dans le dichlorométhane
3) élution
- Placer la plaque dans la cuve (le bas de la plaque doit tremper dans l'éluant mais celui-ci ne doit pas atteindre les dépôts) et recouvrir.

- Laisser l'élution se produire en ne touchant ni à la plaque ni à la cuve (pour maintenir un front rectiligne).

4) révélation
- Lorsque l'éluant est à environ 1 à 2 cm du haut, sortir la plaque de la cuve et repérer immédiatement le front du solvant avec un crayon.

- Sécher la plaque.
- Les taches n'étant pas visibles il faut les révéler. Pour cela on peut utiliser diverses méthodes (lampe à UV ou méthode chimique). On va utiliser ici le diiode.
Mettre des gants et placer la plaque dans un bocal contenant du sable et des cristaux de diiode (à faire sous la hotte). Bien fermer le bocal et agiter.

Des taches brunes apparaissent progressivement sur la plaque : la plaque ainsi révélée est le chromatogramme. Sortir le chromatogramme du bocal en le tenant par les côtés et cercler rapidement au crayon les taches brunes.

	Substances
	Distance d
	Rapport frontal Rf

	Linalol
	
	

	Acétate de linalyle
	
	

	Huile essentielle de lavande

Tache n° 1

Tache n° 2

Tache n° 3
	
	


Questions
1) L'huile essentielle de lavande est-elle pure ou est-ce un mélange d'espèces chimiques ? Pourquoi ?
2) Compléter le tableau.
3) Peut-on identifier certaines espèces chimiques de l'huile essentielle de lavande ? Justifier.
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