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Activité technologique n°2 : NOTIONS DE BASE DE FRACTIONNEMENT
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OBJECTIFS 

· Comprendre le principe d’une méthode de fractionnement.
· Influence de la nature du support, influence de la composition de la phase mobile.
· Rôle des témoins.
· Interprétation du chromatogramme, rôle de la révélation.
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------
PROTOCOLE et COMPTE RENDU
NOM

PRENOM

1 - Séparation des colorants alimentaires présents dans les M&M’s (Activité pratique)

Les manipulations se feront par deux :

Un élève testera les deux solvants mais un seul support.

Les M&M’s sont enveloppés d’une pellicule imprégnée de colorants alimentaire. L’activité pratique mise en œuvre permettra de mettre en évidence l’influence de la nature du support et de la phase mobile sur la séparation des colorants.

- types de support : papier Whatman n°1 (10x10 cm) et plaque de silice

- phases mobiles :

- solvant A : mélange éthanol + solution NaCl 40g/L (6V/1V)

- solvant B : mélange éthanol + solution de NaCl 40g/L (1V/6V)

- M&M’s marron, rouge, vert, jaune, bleu.
· Solubilisation des colorants enveloppant les M&M’s
 Déposer chaque bonbon dans une cupule contenant 2 gouttes d’eau. Le bonbon sera retourné afin de solubiliser toute l’enveloppe, puis enlevé de la cupule dès que le colorant sera dissout.

· Préparation des cuves de migration 
	Support : Papier Whatman
	Support : Plaque de silice

	2 boîtes de Petri
Introduire 15 mL de solvant 
Fermer avec le couvercle.
	2 béchers hauts 
Introduire 20 mL de solvant 
Fermer par un couvercle.


· Préparation du support
	Support : Papier Whatman
	Support : Plaque de silice

	· Réactiver le support par chauffage 30 min à 100°C.
· Tracer au crayon de papier les lignes présentées sur le document et un cercle d’1.5 cm de rayon positionné au centre de la feuille.
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Identifier en haut à gauche chaque support avec les initiales et le nom du solvant A ou B

	· Réactiver le support par chauffage 30 min à 100°C.
· Tracer au crayon de papier une droite à 1.5 cm du bord inférieur et positionner 5 tirets espacés régulièrement sur cette droite.
· Identifier en haut à gauche chaque support avec les initiales et le nom du solvant A ou B




· Dépôts à réaliser à l’aide de cure dent, réaliser 3 charges par dépôt : 

Sur le papier, il y a 8 zones de dépôt donc certains colorants seront testés 2 fois : bleu/ marron / rouge / jaune / vert / bleu / rouge / jaune.
Sur la plaque, il y a 5 zones de dépôt donc une par colorant : rouge /marron/ bleu/ vert/ jaune.
· Migration

	Pour le papier Whatman
	Pour la plaque de silice

	· Faire un trou au centre à l’aide d’un cure-dent, introduire une mèche de papier dans le trou puis déposer l’ensemble sur la boîte contenant le solvant. Seule la mèche doit être en contact avec le solvant.





· Laisser migrer jusqu’à ce que le solvant atteigne les contours de la boîte.

· Sortir le papier et marquer la ligne de front au crayon à main levée, puis sécher au « sèche-cheveux ».
	· Déposer verticalement la plaque dans le bécher contenant le solvant.
· Laisser migrer jusqu’à ce que le solvant atteigne 1cm du bord supérieur.

· Sortir le papier et marquer la ligne de front au crayon à main levée et sécher au « sèche- cheveux ».


· Résultats
	
	Papier / Solvant A

	Colorant
	Nombre de taches
	Couleur de chaque tache
	Rf de chaque tache

	Marron
	
	
	

	Bleu
	
	
	

	Vert
	
	
	

	Jaune
	
	
	

	Rouge
	
	
	


	
	Papier / Solvant B

	Colorant
	Nombre de taches
	Couleur de chaque tache
	Rf de chaque tache

	Marron
	
	
	

	Bleu
	
	
	

	Vert
	
	
	

	Jaune
	
	
	

	Rouge
	
	
	


	
	Plaque de silice / Solvant A

	Colorant
	Nombre de taches
	Couleur de chaque tache
	Rf de chaque tache

	Marron
	
	
	

	Bleu
	
	
	

	Vert
	
	
	

	Jaune
	
	
	

	Rouge
	
	
	


	
	Plaque de silice solvant B

	Colorant
	Nombre de taches
	Couleur de chaque tache
	Rf de chaque tache

	Marron
	
	
	

	Bleu
	
	
	

	Vert
	
	
	

	Jaune
	
	
	

	Rouge
	
	
	


Discussion sur l’influence de la nature du support et du type de solvant utilisé.

2 - Séparation des acides organiques présents dans le vin (Activité pratique)

○  Réactifs

- Echantillons : vin blanc/ vin rouge

-Témoins (concentration 10g/L) : acide malique/ acide lactique/ acide succinique/ acide tartrique.

- Solvant : butanol-1 (40 mL) + bleu de bromophénol à 1g/L + acide éthanoïque à 50% (20 mL)
○ Manipulation

· Tracer, sur une feuille de papier Whatman n°1 (10x10 cm) réactivé, une droite horizontale à 1,5 cm du bord, puis prévoir 5 zones de dépôt. 
· Placer la feuille dans le bac de chromatographie contenant Vsolvant =        mL
· Laisser migrer de 2 h à 4 h 
· Sortir la feuille de papier quand le solvant atteint 1 cm du bord supérieur de la feuille.

· Repérer le front du solvant.

· Laisser sécher sous la hotte aspirante afin de permettre la révélation.

○ Résultats
	Dépôts
	Nombre de spot
	Rf de chaque spot

	Acide malique


	
	

	Acide lactique


	
	

	Acide succinique


	
	

	Acide tartrique


	
	

	Vin blanc


	
	

	Vin rouge


	
	


Données
Parmi les nombreuses substances présentes dans une bouteille de vin fin, peuvent se trouver plusieurs acides organiques, parmi lesquels les acides éthanoïque, malique, tartrique et lactique. Au cours de l'élaboration du vin se succèdent deux modes de fermentation :

- fermentation alcoolique transformant les sucres en éthanol avec un dégagement de dioxyde de carbone ;

- fermentation malolactique transformant l'acide malique en acide lactique avec dégagement de dioxyde de carbone.

L'acidité d'un vin diminue avec la fermentation malolactique et également par précipitation de l'acide tartrique à l'état de tartrates. Un vin est considéré comme biologiquement stable s'il ne contient plus de sucres fermentescibles et d'acide malique. Pour les vins rouges, les deux fermentations doivent être poussées jusqu'à leur terme.

Si un vin est mis en bouteille alors que la fermentation malolactique n'est pas achevée, on ressent à la dégustation un certain pétillement et quelques bulles peuvent apparaître dans le verre, peu après l'ouverture de la bouteille.

Exploitation des résultats

En utilisant les résultats expérimentaux et les données conclure sur la composition des vins testés.
3 - Séparation des biomolécules dans des produits biologiques – rôle de la révélation (TD)
On a réalisé deux chromatographies sur couche mince d’un même jus de fruits en changeant la nature du solvant et celle du révélateur, afin de mettre en évidence les molécules présentes.
	Chromatographie 1
	Chromatographie 2

	





	

	Dépôts :

1 Proline
2 Asparagine
3 jus de fruits
4 Arginine
5 Acide aspartique
	Dépôts :

1 Fructose

2 Glucose

3 jus de fruits

4 Lactose

5 Saccharose

	Solvant : Butanol 70%, acide acétique 20%, eau 10%
Révélation : ninhydrine
	Solvant : 

Methyl éthyl cétone 3V ; acide éthanoïque 1V, méthanol 1V

Révélation : mélange aniline et diphénylamine


Quel est le rôle des témoins des témoins ? 

Quel est l’impact de la révélation ?

Analyser les chromatogrammes obtenus puis conclure.
Matière d’œuvre pour un groupe
Support de chromatographie :

· carrés de papier Whatman n°1 de 10x10 cm : 45
· plaque de silice fond en verre ou aluminium : 30
Solvant de chromatographie : pour chaque solvant un volume de 120 mL dans flacon fermé
Solvant A : éthanol 6V – NaCl 40g/L 1V 

Solvant B : éthanol 1V – NaCl 40g/L 6V 

Solvant C : 40mL de butanol 1 + bleu de bromophénol à 1g/L+ 20 mL d’acide éthanoïque à 50%

Echantillons :

· lot de m&m’s marron, vert, jaune, bleu, rouge  dans un pot de yaourt 
: 8 lots
· lot de tubes à hémolyse contenant les témoins et deux échantillons
: 8 lots
· témoins : volume 2 mL à 10g/L

· acide malique

· acide tartrique

· acide succinique

· acide lactique

· échantillon : volume 2 mL

· vin blanc

· vin rouge

Matériel

Cure dents ou capillaires : 5 pour colorants et 6 pour le vin pour deux élèves 
: 80
Cuves pour chromatographie : boîtes de Pétri 90 mm avec couvercle
: 15
Cuves pour chromatographie : bécher pour CCM avec couvercle 
: 15
Cuves pour chromatographie pour vin : bécher diamètre supérieur à 5 cm et hauteur de plus de 10 cm avec couvercle
: 15
Eprouvette de pour mesurer 10-20 mL 
: 7
Pinces en plastiques 
: 15
Sèches cheveux 
: 15
Papier aluminium :
 1 rouleau
Papier filtre (sous main)
: 15 feuilles 

Etuve 100°C
 : 1

Papier calque
 : 15 feuilles
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