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I - INTRODUCTION

Les méthodes chromatographiques sont des méthodes analytiques
permettant, par le jeu d'une phase mobile, liquide ou gazeuse, la
séparation par entrainement sélectif, des constituants d'un mélange
déposé sur un support poreux ou finement divisé (papier, alumine, etc.).
Ce support est ou non imprégné, suivant les techniques, d'une seconde
phase liquide (celle-ci étant alors inerte et non plus mobile comme la
premidére). D'une maniére générale, cette séparation se manifeste par
une migration plus ou moins rapide des constituants du mélange, qui
se localisent en des régions différentes du support. BElle fait inter-
venir des phénoménes physico-chimiques trés divers, complexes et
souvent mal connus.

Nous examinerons successivement les néthodes actuellement
utilisées

- La chromatographie de partage (sur papier ou sur colonne) qui
fait intervenir les différences de solubilité des substances étudiées
dans une phase mobile et une phase inerte,

- La chromatographie sur colonne ou le mélange & analyser et un
entratneur (qui peut &tre un gaz) passent & travers une colonne remplie
d'une substance adsorbante. Les constituants du mélange se répartissent
le long de la colonne en fonction de la qualité de l'adsorbant et de la
fagon dont ils sont adsorbés. Divers moyens permetient de les séparer.

-~ La chromatographie par échange d'ions, réservée aux substances
hydrosolubles et ionisées.

- La chromatographie en phase gazeuse.

Ces distinctions entre les méthodes, nécessaires a la clarté de
1l'exposé, sont, dans une certaine mesure, arbitraires. Ainsi, les
phénoménes d'adsorption entrent aussi en ligne de compte dans la
chromatographie de partage, sur papier ou sur colonne, ou dans la
chromatographie sur échangeurs d'ions, etc ...



ITI - HISTORIQUE

"T1 semble que la chromatographie soit née de pratiques empiriques
utilisées dans 1l'industrie de la teinture.

Les teinturiers contr8laient l'intensité et la qualité d'un bain
de teinture en déposant une goutte de liquide sur du papier ou des
tissus et observaient les cercles concentriques correspondant aux
différents constituants du colorant qui se formaient autour de la
goutte" (Z. 1IOLOSTEV).

F.F. RUN:2 a été le premier & étudier ce phénomeéne (1850-1855).

F. GOPPELSROEDER (1888) a ¢étudié des mélanges de colorants sur
des bandes de papier filtre et a introduit la notion connue aujourd'hui
sous le nom de Rf. : ,

DAY (1897) a montré que le pétrole brut pouvait &tre purifié par
passage & travers la chaux pulvérisée.

ENGLER et ALBERT (1907) utilisent une colonne spéciale contenant
du charbon de bois et recueillent séparément chaque fraction du filtrat.

Clest M. TSWHETT, botaniste russe, qui a eu le premier 1'idée,
en 1903, de filtrer sur une colonne dtadsorbant, un extrait de pigments
dans 1'éther de pétrole, obtenant ainsi une série de zones diversement
colorées,

Cette méthode fut essayée, critiquée puis abandonnée. Les utili-
sateurs s'étalent servis d'adsorbants qui, au lieu de séparer simplement
les pigments, les avaient plus ou moins detruits.

En 1931, KUHN et LEDERIR reprenaient ces travaux, séparant deux
fractions (caroténes et xanthophylles) par passage sur une colonne
d'alumine, & partir du "caroténe', que l'on considérait alors comne
une substance homogéne.

Les premiéres opérations ont donc eté réalisées avec des substan-
ces colorées. Mais apparemmnent, rien ne s'opposait & ce que des subs-
tances incolores soient séparées de la 18me manizdre.

A partir de ces données nouvelles, REICHSTZIN (1938) puis
TISELIUS (1940-1943) ont mis au point de nouvelles méthodes d'analyse.

un 1941, HARTIN et SYNGE ont utilisé les premiers la chromato-
graphie de partage sur gel de silice. Ils ont d'abord séparé des acides
aminés acétyléds, a 1l'état d'acétates dissous dans du butanol, sur une
colonne de silice additionnée de 55 % de son poids en eau, en présence
de méthylorange. Les acétylaminoacides forment des zones roses sur une
colonne jaune.
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I1 y a eu partage entre le Butanol saturé et la phase agueuse
stationnaire.

CONSDEN, GORDON et MaRTIN ont introduit, c¢n 1944, la chromato-
graphie de partage sur papier, véritable technique microanalytique,

Au départ, quelques grammes de matériel étcient nécessaires a
1l'exécution d'une analyse, puis quelques milligraames avaient suffit.
Maintenant on peut opérer sur quelques gamnmas seulement,

onfin en 1952, JAMLS et MsRTIN ont introduit la chromatographie
de partage gaz-liquide.

Aujourd'hui de nombreuses catégories de substances sont suscepti-
bles d'&tre séparédes par des moyens chromatographiques.

- éléments minéraux

- gaz

constituants organiques simples
protéines

virus.



ITII - CHROMATOGRAPHIE D. P.RTAGE SUR PAPISR -

CONSDEN, GORDON et IMaRTIN ont été les premiers a2 séparer des
quantités 1nf1mes d'acides aminés par chromatographie sur papier
filtre (1944).

Relativement simples a appliquer, les méthodes chromatographiques
connaissent aujourd'hui une trés grande faveur et sont tres largement
utilisées dans les domaines les plus variés, comme nous l'a avons vu
plus haut. Leurs grands avauntages sont de rendre possible, a partir de
quantités infimes de substances, des analyses quantitatives trés fines
et trés rapides.

Cette rapidité est intéressante, surtout 1la ou les methodes précé-
demment utilisées exigeaient des manlpulatlons extré8mement longues et
délicates (protdines par exemnle). Ce sont souvent les seules méthodes
utilisables.

La finesse de ces nouveaux procédés est telle, qu'elle a permis
de reconsidérer le cas de certains corps obtenus & l'état cristallisé,
soit disant purs, et qui ne sont en réalité que des mélanges (hétdéro-
sides du catalpa par exeaple).

I1 faut noter cependant, que si ces techniques donnent d'excellents
résultats pour la géparation des constituants d'un mélange, elles ne
suffisent pas toujours & les identifier avec certitude. Des tests
complémentaires sont ndcessaires. Il n'est pas inutile d'insister
sur ce point qui a souvent été négligé.

Extr8mement précises pour ce qui est de l'analyse oualltatlve,
les methode% chromatogranhiques, malgré de nombreux trevaux n'amenent
pas encore a des résultats vraiment satisfaisants en matiére d'analyse
quantitative,

Certains laboratoires disposent d'installations congues pour des

travaux chromatographiques faits en séries, mais beaucoup de techniques
chromatographiques se pretent mal a 1l'emploi & grande échelle.

A - Principe de la Chromatographie de partage.

La Chromatosraphle de partage, mise au p01nt par MARTIN et SYNGE
en 1941, met en jeu des phases liquides : une phase aqueuse stationnaire
et une phase mobile (solvant organique en général),



- Notion de Rf.

Chague substance séparée par chromatographie de partage est carac—
térisée, pour un systéme solvant donné, par son Rf.

_ distance parcouruve par la substance (d)
~ distance parcourue par le solvant (D)

Rf

On constate que le Rf est indépendant de D et aussi presque
totalement indépendant de la concentration de la substance mise en
oeuvre., De noutbreux facteurs peuvent faire varier le Rf d'une substance
dans un méue solvant : température, nature du papier, pureté des
solvants, etc oo

- Rapports entre la constitution chimnigue et la chromatographie

de partage.

Tout changenment de ctructure faisant varier la solubilité relative
dans les deux solvants utiliseés fait varier la position du corps dans
le chromatogramne.

I1 y a un rapport direct entre la constitution chimique des corps
et leur coefficient de partage <A .

oA - Soncentration dans la solution A (eau)
~ concentration dans la solution B (phase organique)

quand A et B ne sont pas miscibles.

Dans ltadsorption vraie, ce sont la nature et la position des
groupements de la molécule qui interviennent. Par contre, le coefficient
de partage d'un corps dépend surtout de la nature de ces groupements.

En conséquence, les isomdres pourraient &tre séparés par adsorp-
tion et les series homologues (acides gras, acides aminés) par chroma-
tographie de partage.

Ce rapport, entre le structure chimique et le coefficient de

partage, se traduit par certaines dispositions en séries régulidres des
taches.

B - Technique Opératoire :

~ Choix du papier

Le qualité du papier a une trds grande importance. Le plus
couramment utilisé est le papier Whatman.

On peut aussi reccommandsr le papier Arches, Schleicher et Schiill.



Chacune de ces marques a une numérotation particuliére indpuant
la qualité de son papier.
Par exemplce le papier Whatman I° 1 est nornal
NO 2 est lent

N° 4 est rapide

I1 est indispensable de conserver ces papiers dans un endroit
sec (le papier huiide n'a vplus les mémes caractéristiques que le
papier parfaitement sec).

Pour la chromatographie de mélanges insolubles dans l'eau, on
peut se servir de papier caoutchouté, siliconé, etc.

On peut aussi &tre amené a "laver" le papier avant de l'utiliser,
pour éliminer les impuretés acides ou réductrices qui peuvent Btre
g8nantes et occasionner des trainces sur le chromatogramme (SHERWOOD
et HANES).

— Choix des solvants :

Ce sont généralement des produits organiques particulierement
miscibles & l'eau. Ils peuvent &tre parfois entierement niscibles &
l'eau.

Les solvants les plus courants gont :

-~ Le Phénol

Le N Butanol

Le mélange N Butanol - acide Acétique
La Pyridine

Ces produits doivent, pour la plupart, 8trc redistillés avant
leur utilisation.

Dans certains cas, on peut éviter l'euploi dc solvants organigues,
On peut utiliser par exemple, des solutions aqueuses d'électrolytes
(A. RESPLANDY). Ces solutions ont certains avantages sur les solvants
organiques, notamment

- la reproductibilité des Rf sur un lot de papier homogeéne.

~ les variations de température n'influencent pratigucment
pas la valeur de ces Rf,
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- Cuves & chromatographic

Les cuves cen verre sont les meilleures. Blles doivent &tre
parfaitement étanches. Le couvercle doit &tre lui aussi en verre ou
en matiére plastique. (Il faut cepcndant se rappeler que la plupart
des solvants attaquent presque toutes les matieres plastiques courantes).

L'étanchéité de lc cuve cst assurée par un joint de caoutchouc
ou une couche de vaseline,

Les cuves doivent &tre placées dans unc piéce a température
constante ou & peu prés constante (+ 1°), & 1ltabri du soleil st méme
de la lumidre. Si 1'on nc peut disposer d'une piéce dont la température
peut &tre réglée, on peut placer les cuves dans des armoires (genre
dtuve) ol la tcmpérature peut 8trc contrdlde et réglée.

La dimension des cuves varie suivant la technique utilisée.

-~ Procédé ascendant

Les feuilles de papier ont en général, 50 a 60 cm de long,
et 45 & 50 ca de large. On utilise pour ce procédé, les feuilles sur
toute leur longueur, mais en général, sur une partie seulement de la
largeur. La feuille enroulée, en cylindre - les deux bordsne se
touchant pas - plonge dans le¢ solvant par son cxtrénité inféricure.
Le solvant monte et entralne les substances placdes a 5 cm environ
du bord inféricur du papier. Un récipient contenant l'eau saturdée de
solvant est placé 2 c8té du solvant (fig. 1). La cuve peut &tre ronde
ou rectangulaire ¢t dc petite dimension.

L

- Procédé descendanty

Les cuves peuvent &tre aussi plus ou moins grandes suivant
qu'on veut utiliser lcs feuilles sur toute leur largeur, seulement

\

en bande, ou c¢n vue d'une chromatographie = deux dimensions.

Les grendes cuves rectongulaircs ont environ cm de hauteur,
et cm de largeur. L'épaisseur varie avec le nombre de chromatogrammes
qu'on peut faire simultanément.

A 1ltintérieur et en haut de ces cuves, on fixe des tubss de verre,
ouverts sur un c8té, destinés & recevoir le solvant (fig. 2).

Dans le fond, on dispose des récipients contenant l'eau saturce
de solvent. Les cuves pour chrometographic & 2 dimensions doivent
obligatoirement &tre de grand format.

Le papier plonge dans le tube contenant le solvant, Celui-ci
descend le long de lc feuille, entralnant lcs substances & séparer,
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Si le chromatogramme doit &tre utilisé pour une séparation dans les

deux sens, lc papicr est sorti de la cuve au moment choisi, séché a

ltair ou a 1l'étuve suivant le cas, et remis dans une cuve contenant
un autre solvant.

I1 est préférable d'avoir une cuve pour chagquc solvant.

’

Dépot_des_gouttes des_substances_a_séparcr.

Cn se sert de wmicropipettes de 10 mu3, divisées en 2 ou 5 mm3,
La tache faite par le ligquidc deposé doit &tre réguliére. La surface
de papier nouillé nc doit pas &tre tres étendue. COn met en général
4 ou 5 na3 de liquide. Si la quantité de substance mise en oeuvre
dans une seulc goutte n'est pzs suffisante, on peut remettre 4 ou
5 mm3 de solution sur le premiére tache, mais seulcaent guand celle-ci
est seéche, afin d'éviter lo diffusion du liquide sur une trop large
surface du papicr (on utilisc couranment pour sécher les gouttes
déposéee un sdchoir & cheveux a .acin).

La place dcs gouttes sur la feuille varie avee la forme du
chromatogramne (fig. 3).

\

A ¢ chromatographie desccndante a 1 dimension
B s " " a 2 dimensions
C " ascendante

-~ Chromatogrephic circulaire

On pzut aussi utiliser dus feouilles de papier de forme
circulaire.

Certeins euteurs pensent qu'on arrive ainsi a obtenir des
séparations plus fines dans un temps plus court.

La substance est déposée soit en tache au centre du papier,
soit en ligne &4 1 ou 2 cm de rayon du centre (fig. 4).

Dans le cas ou la tache est faite au centre du papier, on ne
peut pas mettre dz substances témoins sur la alne feuille,

Le solvant arrive cu chromatogramme par une bande découpée dans
la feuille mlme - la tache est alors faite sur cette bande, & quelques
millimetres du centre -, ou par un fil de coton assez grosg, partant du
centre du papier et plongeant dans le solvant, ou encore par un capil-
laire de verre arrivant juste & la surfoce du chromatogromme.

Le materiel utilisé ost trés siiple : un cristallisoir et un couvercle
de verre suffisent (fig. 5).

Le solvant sépare les substances sn corcles concentriques. Le
dépdt de la substance sous Torme de trait donne de mecillcures séparations
que les gouttes.
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- Révélation

La papicr, séché a lo sortie de¢ la cuve, cst cnsuite vaporisé
avec un ou plusieurs réactifs donnont dos colorations plus ou moins
spécifiques avee les substances a etudier. (Ces réactions seront
étudides de facon plus détaillée dens lecs fascicules consacrés aux
"glucides" et aux"différcntes foracs de l'azote").

La plupcrt des réactions miscs en jeu exigent une température
élevéc, On nct donc les feuilles dans une étuve, a la température
convenable, aprés vaporisation du revélateur. Le temps de chauffage
varie avec les substances & révdéler.

Le révélateur pecut &tre vaporisé a 1o bouche, avec une poire,
ou micux, avec un pctit coapresscur.

(Compresseur d'air & mcubranes, fonctionnaont sans huile,
faebrique pour les appareils séneratecurs d'Aérosols par les Litablisse-
ments Jouan, 113 Bd St-Gernain, Paris).

Le vaporisatcur peut 8tre un tube copillaire en verre ou métalli-
que, adapté sur un erlenmeycr (fig. 6).

Mécanisme géncral et préparation d'un Chromstogramne.

(@]
|

7

- Mécanisme général

- La phase organique est saturée d'cau
- Do 1l'cau libre est liée chimigueriecnt & la cellulose
~ De 1'egau libre est adsorbée.
On poutbt considérer ccs deux derniércs phoses comug un complexe

cellulose-eau ; dons unc atwosphere saturde d'cau le papier adsorhe
environ 20 % dt'caou,

L¢ papier et le solvant sont plocis dans une cenceinte parfaitement
é¢tanche, saturée des vapeurs do l'eau ¢t du solvant utilisé. Le papier
sert de support a la phose aquause,

- Préparation d'un chromatogramne

Les gouttes dc substonces & étudicr sont déposées sur une mime
ligne de depart, a llexztrémité de le feuille de papicr convenablement
choisie, Cctte fcuille cet alors plongéc per co bord dans le solvant,
Le liquide progressc par capillarité, de bas en hout, ou inversement,
suivant la méthode utilisée.
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Un cristallisoir contenant de l'eau saturde du solvant organique,
placé au voisinage de la feuille de papier,assure la saturation en eau.

Le solvant, qui chemine sur le papier, d.place les substances
déposées, suivant leur coefficient de partage. Les corps les noins
hydrosolubles migrent en té&te, les plus hydrosolubles restent en
arriere.

I1 y a partage continuel entre l'eau stationnaire et le solvant
organique.

Lorsque le cheminesent du solvant est considéré comme suffisant,
l'opération est arrétée,

On utilise le procédé descendant ou ascendant, ou circulaire,

La plupart des substances séparées par chromatographie sur papier
étant incolores (sucres, acides a.inéds,alcaloides etc ...), il faut,
apres séparation, les faire apparaltre a l'aide d'un réactif approprié
qui donne avec ces substances des couleurs bien déterninées,

- ninhydrine pour les acides aiinés.
- phtalate d'aniline pour les glucides
- Réactif de Draggendorf pour les alcaloides

Les ecides aninéds, les hétérosides, peuvent aussi &tre mis en
évidence par leur fluorescence en luniere de Wood,

Les éleiients marques par les traceurs radioactifs peuvent &tre

repérés soit var autoradiographie, soit eon deroulant la bande de papier
le long d'un compteur intégrateur,

~ Mesure du RT

Apres révélation, on neut calculer le Rf pour chacue corps isolé,
ce calcul n'étant valable que pour un solvant donné, dans des conditions
bien détzrmindes et toujours respecties (papier, température, etc...)

La pureté des solvants est aussi trés importante.

Certaines . -substances ayant le méme Rf avec un systéme de solvant
on est parfois obligé de faire une deuxiems séparation sur la méne
feullle de papier, avec un autre solvant et dans 1l'autre sens de 1la
feuille : chromatographie a deux dimensions.
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Les distances parcourues par les substances entralndes sont
mesurées de la ligne d'origine au milieu de la tache révilée, Pour
mesurer le Rf, il faut toujours arréter 1l'écoulenent du solvant avant
gue le front n'atteigne le bas ou le haut de la feuille, afin de
connaltre aussi le distance parcourue par le solvant.

Le Rf varie avec :

- la teneur en eau du solvant

- 1a tenmpérature ambiante

- la gualité du papier

- la présence d'impuretés dans les solvants ou le papier

- la concentration des produits a séparer

- la saturation plus ou moins bonne de l'atmospheére de la
cuve en eau.

I1 est donc indispensable de toujours travailler en présence de
substances ténoins placées sur la néne feuille de papier que les
substances inconnues que 1l'on cherche & 1dent1f1er.

Le Rf peut aussi varier légerement suivant que les gouttes ont
été déposées en bordure ou au milieu de la feuille.

PLRTRIDGE pense que pour cbtenir des chiffres plus constants,
il est bon de mesurer, & chaque chromatographie le Rf d'un corps
standard x et d'en calculer le cocfficient At

At _ _Rf du corps x 4 20°
~ Rf du corps x a t°

Toutes les valeurs de Rf trouvées dans l'expérience & t° sont
multipliées par ce coefficient.

D - Extension de la méthode & l'analyse quantitative

Différentes méthodes, plus ou moins au point, sont utilisées
afin d'avoir une idée de la concentration des corps identifiés.

a) Blution des substances aprés révélation des témoins et
dosages des tres petites quantités éludes, en général, par coloriiidtrie

b) Mesure de la surface d'une tache (la surface est proportion-
nelle au log. de la concentration de la substance). L'erreur est de
+ 10 & 20 %,

c) Photométrie de la tache avec un densitomdtre.
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- Blution

L'étude - qualitative ou quantitative - plus complete d'une
substance isoléde par chromatographie exige qu'elle soit séparée du
substrat, clest a dire ®élude",

Différents procédés peuvent &tre utilisés. Si la substance est
assez concentrée, l'élution d'une tache (obtenue aprés chromatographie
du mélange déposé sous forime d'une ou plusieurs gouttes superposées)
suffit. Si,par contre, la concentration est insuffisante, il faut
déposer sur le papier une quantité beaucoup plus importante de solution
a4 étudier, en 1l'étalant en ligne continue, On effectue alors 1l'élution
sur toute une bande de papier (fig. 7).

A élution d'une tache

3

édlution dtune bande

Les substances x (solution de composition inconnue) et T (témoins)
sont déposées en quantité connue sur la ligne de départ. Les feuilles
sont placées dans les cuves avec un solvant convenable et pendant un
temps déterminé, Le papier est séché, les bandes des corps témoins sont
découpées et révélées. Le chromatogramne est reconstitué. Le carré de
papier ou la bande correspondant & la substance T est découpé et élué,

Lt'élution peut se faire a chaud ou & froid.

L'élution a chaud se fait dans un ballon surmonté d'un réfrigérant,
Le papier ne doit pas tremper dans le solvant (fig. 8).

L'élution & froid peut se faire dans un récipient clos (fige. 9).
La nature de 1l'éluant a employer dépend des substances a recueil-

lir., L'éluat est concentré sous vide a basse tem§érature et repris
par un trés petit volume d'eau (en géneral connu).

CHROMATOGRAPHIE A PHASES INVLRISEES

Dans le cas des composés tres peu solubles ou insolubles dans
l'eau (acides gras supérieurs) BOLDINGH a wis au point une technique
a4 "phases inverties".

Le papier qui sert de support est caoutchouté par trempage dans
un latex. Le partage se fait entre une phase apolaire-iiuwiobile-(benzéne)
et une phase polaire-mobile-(méthanol).,

On s'est aussi servi de papier iumprégné de silicones, avec du
chloroforme comme phase fixec et de 1l'éthanol comme phase mobile,
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UTILISATION DES RoSINGS ECHﬂNGEUSES D'IONS BN CHROMATOGRAPHIE DE
PARTAGE SUR PAPIER

Quand on a a faire a des nilicux complexes, comle le sont souvent
les extraits végétaux, on stadresse aux échangeurs d'ions afin d'élininer
les sels génants pour la suite des opérations et séparer au départ les
princip?ux groupas de constituants chiniqucs (acides aminés, glucides,
etc eeee

méme échantillon.

Ainsi, pour désalifier un extrait végétal, on peut le faire passer
sur de ltAmberlite iMB3. L'éluat obtenu peut alors &tre passé sur
Anberlite IR 120. Les acides aninés restent sur la résine, les glucides
et acides organiques passent dans la solution. On ¢lue les acides aminés
avec une solution amnoniaccle. Lz solution agueuse précédemment récu-
pérée est passée sur Anberlite IR4B, L'cluat contient les glucides.

Les acides organiques sont entralnés avec de¢ 1ltacide forumique.

La combinaison de la chromatographic de partage sur papier, avec celle
sur échangeurs d'ions, avec 1l'électrophoreése (voir fascicule particulier
rédigé par A. RuSPLANDY) et avec l'élesctrodialyse a été trés fructueuse.
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IV - CHROMATOGRAPHT: SUR COLONNES -

Cette méthode nécessite un matériecl d'analyse plus important que
la méthode décrite précédemment.

La chromatographie sur papier est surtout utilisée comme nicro-
méthode d'analyse quelitative, ¢t lo chromatographie sur colonne pour
séparer des substances déja identifiées.

- Principe dc¢ la Chromatographie par adsorption :

Un colonne d¢ verre est remplie d'un adsorbant. La substance &
étudier et le solvant entraineur se déplagant le long de cette colonne.,
Les différents constituants & séparer se répartissent suivant leur
degré dl'adsorption, '

La chromatographic par adsorption est donc un phénoméne qui a
lieu & l'inter~face d'une phase solide (adsorbant ou papier) et d'une
vhase liquide ou gazcuse qui l'entoure.

Restés longtemps obscurs, les phénomenes d'adsorption sont apparus
comme l'effet des charges électriques des atomes de l'adsorbant qui
déterminent la captation des substences polaires en solution., Lt'impor-
tance de cette fizxation est en reletion directe avec le concentration.

- Neture de la substance adsorbante :

Les premiéres méthodes étaient fondées sur l'adsorption par un
milieu solide constitué par des colonnes de matieres pulvérulentes,
comme le carbonate de sodium, 1'Alumine, le gel de silice, la Magnésie,
le sucre, le charbon, etc ....

Le plus couramment utilise dc ces adsorbants est 1'Alumine 41203,
qui subit une préparction tout & fait spéciale pour cet usage. On peut
l'employer, soit sous forme naturelle, soit sous la forme "alumine-
acide" qui se comporte comme un échangeur d'ions (adsorption des acides
aminés dicarboxyliques). L'alumine contcnant des ions Kat peut servir
d'échangeur de cations. £lle est utilisde cussi sous forme de bauxite
A1,0(0H) ou de pilicate d' luaminium,

On se sert aussi souvent de Magnésie (MgO), de chaux (Ca(OH)p ,
ou du mélange des dcux, de carbonate de calcium, dc gel de silice
imbibé d'eau, d'amidon, de talc, de poudrc de cellulose,

I1 existe aussi des adsorbants dont l'emploi est plus 1limité :

- Urée pour les acides gras.
~ Histone pour les acides desoxyribonucléiques.
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- Solvants et agents d!'élution,

nts d'élution cst trées importante en
és pcuvent influcncer fortcuent la

c
1
¥

La purcté des solvants ct ag
chromatographie. Certaincs impurc
marche de l'opération,

I1 y a compétition continuelle entre lec solvant €luant et la
substance adsorbde. Lientraineur déplace cette substance de la place
qu'elle occupe sur la surface de l'adsorbant.,

JACQUES st MATHIEU ont constaté que le pouvoir d'élution des
solvants est proportionnel & leur constante diélectrique £ . Mais il
semble, apres de nombreuses recherches, que le pouvoir éluant des
solvants n'a de sens que pour un systéme donné et dans des conditions
trés précises.

Le volume d¢ chaque éluant doit &tre environ le double du poids
de l'adsorbant.

Lo, Chromatographie sur colonne peut aussi &tre, suivant les adsor=-
bants et les solvants, une chromatographie de partage.

Procédés pornettant d'isoler ou de recueillir les fractions

séparées sur les colonnes d'adsorbant :

La séparation des substances est indispensable pour une identi=-
fication slre des fractions,

Quand on traevaille sur des substances bien distinctes par leur
coloration comme les pigments, il suffit de découper la colonne suivant
le tracé dcs zones colorées. Cette methode ne peut pas &tre appliquée
& la séparction des substances incolores.

Certains auteurs font passer successivenent sur la colonne une
série de solvants ou de mélanges de plus on plus éluants et recueillent
séparément les différcentes fractions,

TISELIUS, CLA:SSON et leurs collaborateours, dans le procédé qu'ils
ont appelé "enalyse frontale", font percoler la solution & étudier a
travers la colonne d'une fagon continue., Un dispositif optique mesure
les changeuents d'indice de réfraction (fig. 10). Chaque palier de la
courbe indique la présence dfune substance dans le mélange. Pour obtenir
une séparation de 4, B, C, D, il faud:ait laver la colonnc avec un
solvant pur. C'est alors le "dévclopperient par élution”.
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in partant d'un nélange de 4 substances : A+B+C+D, on peut obtenir
le corps A seul en faisant passer un solvant pur sur la colonne , Il est
beaucou plus difficile de séparer B, C et D. -~ B ne sort que lorsque
1'41lution de 4 est terainde, uais C s'découle avant que B ne soit entie-
rement entrainé et ainsi de suite (fig. 11). L'élution quantitative est
donc tres difficile, Les substances "tralnent" de plus en plus sur la
colonne.

Par la suite, TISZLIUS a montré. que l'on pouvait développer un
chronatograsiie par une substance forteent adsorbdée : "développement
par développenent".

Une substance X tres adsorbée déplace devant elle des substances
moins adsorbde qu'elle, 4, B, C. C déplacant B, si C est plus adsorbé
que B, etc ... fig.123. A est donc recueilli en prenier, B ensuite,
etc ... A, B, C atteignent rapideiient une concentration stationnaire,
marquée sur la courbe par . un palier. Lalongneur de ce palier est fonc-
tion de la quantité des subctances ¢ludes, la concentration stationnaire
représentée par le niveau de ces palicrs perriet de les caractériser,

Les zones éludes ne peuvent plus "tralner", puisqu'telles sont continuel-
lenment déplacées par la suivante,

Ce procédé est cependant difficilement applicable & des quantités
de substances sunérieures a quelques mirligracnes. D'autre part, les
colonnes homogénes sont difficiles & réaliser et les zones deviennent
tres irréguliéres (fig. 13). CLLAUSSON a essayé de corriger ce défaut
en se servant d'une succession de colonncs de diacetre de plus en plus
petit. Elles ont chacune a leur partie inférieure un coupartinent sans
adsorbant (fig. 14). Dans cette partie de la colonne, il y a dilution
de la substance. Or les substances plus diludes descendent noins
rapidement que celles qui sont plus concentrées. Dans la seconde colonne,
la zone de substance plus concentrée rejoindra rapidcrent la substance
plus diluce et plus adsorbée. (Il v a rcgularisation de 1'écoulement).

Du point de vue pratvique, il existe maintenant de nombreux modeles
de "collecteurs de fractions". Ces anparcils ont toujours une partie
mobile - en géncral un plateau tournant - anenant & la sortie de la
colonne des récipicnts pernettant de recucillir des fractions succes-
sives. Le plateau est nis en narche et la vitesse est réglée par un
dispositif nécanique siuple, de fagon & ce que lee tubcs se succédent
sous la colonne a intervalles de teimps égaux. On peut aussi régler
ltappareil de manieére a recueillir dans chaquc tube un voluue ou un
nonbre de gouttes donnees de liquidc.

- Rapport entre la constitution chinigue et la chrouatographie
par adsorption :

Les rapports entre la constitution chinigue d!'une substance et
son comporterent au cours de la chromatographie sont tres différents,
suivant qu'il s'agit d'une adsorption vraic, d'un échange d'ions, ou
d'un partage entrc¢ deux solvants.



Plus une substance a de double liaisons et de groupeuents -0H,
plus elle est adsorbée,

On peut établir un ordre approxiaatif des substances de noins
en noins adsorbées.

acides~bases

alcools-thiols

aldéhydes-cétones

substances halogénées-esters
hydrocarbures insaturés
hydrocarbures saturés

KOFLiR a constaté gue les groupenents néthyle au voisinage de
de l'hydroxyle de la vitauine & dininuent le degré de rétention,

Pour certaines substances fortement polaires, (acides gras), la

présence d'une ou de plusieurs doubles liaisons n'auguente pas obliga-
toirement cette force de rétention.

Chronatogranhie de partage sur colonnes

Les supports convenables pour chronatographie de partoge sur
colonne sont tres difficile a préparer, nota.ment le gel de silice.
On se sert surtout maintenant d'acide silicique, de KIiIISELGUHR et de
poudre de cellulose,

L'emploi de colonnes renplies d'un support tanponnd, pernet la
séparation de substances ionisables, ayant des coefficients de partage
similaires, mais des pK différents, & un pH approprié, grfce & leurs
différentes forces d'ionisation.
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V = APPLICLTIONS DE L'ANALYs., CHRO.ILTOGRAPHIQUE

Pour apprécier l'utilité de l'analyse chronmotographique,
il est bon de la situer dans le chanp analytique général

o

| | |

atude des Ltude des Etude de 1la
nélanges substances isolées structure molcculaire

| | t |
| l

Mise en évidence snalyse an., chimigue an. chii., an. chin.

et classenent physique avec ou sans avec sépa- sans sépara-

Filtration séparation ration : tion : nétho-

Séparation méca- les liai- des optiques

nique des phases sons sont électriques
ronpues nagnétiques

sans séparation
physique

avec séparation
physique

P

I T i |

Séparation  Anal.thernique Gravinétrie ©lectrophorese
des phasecs Diffusion Centrifugation

An,Blectro
nagnétique

Spectro,.de
masse
(entre aussi dans
1tétude de 1la
structure molé-
culaire).



- 23 -

- L'analysc chromatographique en chinie organique

La chronatographie pernet :
- l'extraction d'une substence determinée & partir d'un mélenge
naturel (souvent trés conplexe) ou elle se trouve en trés
petite quontité),

- 1'élinination d'impuretés apreés unc séparction grossiére,

- 1o nise en évidence de substances inconnuecs dans de nombreux
milieux, ctc ...

I1 y =2 une rélation apparente cntre la structure moléculaire d'un
corps et son coilportenent chromatographique. I1 est donc possible d'uti-
liser cette néthode pour classer des substances suivant les fonctions
nises en évidence,

Ainsi, on a pu obtenir dzs séparations couiie celles des conposés
acycliques et arounctiques, différentes catégorics d'isomeres, isolement
d'homologues, isolenent et caractérisation des corps purs d'un mélange
de conposés de la n8ne fanille.

POLSOL & nontré que les monoaininoacides aliphatiques se situent
sur une courbe, les bases hcexoniques sur une autre, 2t que les acides
aninés dicarboxyliques se rangent eux aussi avec régularité (fig. 15).

L'utilisation d¢ la chronatographie en Chinmie végétale a permis des
rogres rapides dans 1'étudc des glucides, acides anines, alcalofides
&) ’ b ’
acides organiques, lipides,

MOORS et STEIN, par exenple, ont pu isoler et doser jusqu'a 18
constituants habituels des protides d'un mélange.

Le fractionnenent chromatographidue peut &tre utilisé a 1'échelle

industrielle : extroaction de colorants des feuillcs de Luzerne
(SHEARSCON et G:i),

- Applications en Chimie minerele o

I1 s'cglit ici d'un probléme de séparation d'ions, Ce qui est le
plus souvent secondaire cn chinie organique.

On peut cependent revenir au cas de lo chinie orgenique en comple-
xent les ions (dissimulation du caractére ionique).

Lz chromatographic var adsorption peut alors &tre appliquée & ces
corps, sans modifications notables.

Le. chromatographie de partage sur popier peut s'edapter & l'analyse
du nélange d'ions minéraux.,
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D’'aprés Polson
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I1 est plus difficile de trouver une bonnz technique de chroga@o—
graphie de pertcoge sur colonne, si on considerc la faible solubilite
des ions dans la plupart des solvants orgeaniques.

La chrocatographie en phasc gozeuse semble difficile & nettre au
point, les composés ioniques étont tres peu volatils.

Chrouatographic dos substances radiocctives

Ltapplication de le chromatographie & 1l'étude des substances radio-
actives pose certains probleres d'ordre pratiquc.

On utilise cette néthode pour sdparer et isoler les isotopes radio-
actifs., Une grosse difficulté surgit, si on c¢st cn présence de radio-
dlérients = vie courte.

Technigues particuligres

Certains laboratoires ont éssayé de nettre au point des méthodes
originales.,

~ J. DIXMILR, DUPUIS et N. NORTZ ont enregistré cinématographi-
quement le developpeuent de chromatogramies sur papier d'anthocyanes
dlorganes végétaux, fruits, jus de fruits et vins. Ils ont ainsi uis en
relief certaines des difficultés qui rendent le probléne treés corplexe,
Ils ont pu st'assurer que le mouveilent du solvant n'était pas régulier.
Ils ont reuwarqué aussi que le solvant contournait la tache et entralnait
les bords m8me avant de la pénétrer.

- R.N, GREENSHIZLDS, au lieu dlopérer une extraction par ltalcool,
travaille directement sur le végétal frais.

Chague section de la plante est placée sur un endroit déterminé
de la ligne de départ du papier. Le jus est extreit par pression a la
main entre deux plagues de verre (1l'une plecée sur la plante, l'autre
sous le papier). Le tache est rapideuent séchée a l'air chaud,
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VI - TECHNIQUiS ANNUZLS -

~ Utilisation des échangeurs d'ions.

a) Principe - Phénouénesiiis en jeu

—— i . o i s S Lk e Sy € S T S o ] St 4ot S oty S S

Les n¢thodes nettant en jeu les phénonenes d'échange d'ions
conviennent a les géparation de substances hydrosolubles et ionisées,

Ltutilisetion des c¢changeurs d'ions est cependant linitée,
Ils ne sont stables que dans des linites étroites de pH., Ils sont
dissous en solutions acides et peptisés en solutions alcalines.
De plus, il est extr8ue.ient difficile, voire iipossible, d'obtenir
une élution quontitative.

Les proprietés des résines sont dues aux groupenents actifs
qu'elles contiennent :t aussi au degre de "liaisons croisées",

La pdlynérisation conduit a de longues chaines non rcaifides
(styréne).

-CH - CH2 - CH - CH2

| |
CH - CH2 N\ //§§*

A .

, -

RN

Ces chaines n'ont pas beaucoup de résistance mccanique et gonflent
en solution aqueuse,

4J

On effectue la polynérisation de ce corps en présence de divinyl
benzeéne.,

Chaque molécule introduit une liaison croiscde entre deux chalnes
de polystyreéne.
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CH = CH2 - CF - CHy - CH - CH2 - ?H - CH2
| |
V4 |/ X N
N ’{
AN \/ % —
CH = CH2 - CH - CHp - CH -~ CHp

:

La fixation des substances organicues de¢pend en principe de leur
constante de dissociation. Il s'ajoute aussi des effets d'adsorption.

On introduit ensuite des groupeiients actifs

- par sulfonation
- par introduction d!'échangeurs d'anions
&

La fixation est fonction
- du degré d'ionisation
- des charges électriques

- des forces d'adsorption.
Les acides forts sont plus forte :ent adsorbés que les faibles.

Les acides forts déplacent les faibles. Il en est de néme pour
les bases.

Les substances a poids moléculaires élevés deiandent des résines

ayant moins de 4 % de réseaux croisés au lieu de 8 % pour les corps
moins lourds.

Ltélévation de température accroit le séparation des substances.

Les polymeres ne sont pasg adsorbés,

Les échanges ioniques s'effectuent grfice & la fixation uwltérieure
dans la molecule de résine constituwm de radicaux acides ou basiques.

31 la solution expérimentalc contient plusieurs ions, 1l'échangeur
nanifeste une action préférentielle pour 1l'un d'eux. Cette propriété
est propre & un <échangeur déterminé., On la désigne sous le noix de
"sélectivité",
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Les échangeurs de cations sont forteiwent acides quand les groupe-
iients actifs sont des groupe:nents sulfonyles, faible.uent acides quand
les groupeients actifs sont des carboxyles. Les échangeurs d'anions
sont forterent basiques s'ils portent des groupeients aninés quaternai-
res et faible:.ent basiques si les groupe.ients sont tertiaires, secon-
daires ou priaaires.

La séparation de certainces substainces noins ionisées sur des
résines synthétiques (glycocolle , alanine, acide ©{ aaino-butyrique)
n'est nas dlle & des différcnces de charges électriques (presqu'inexis-
tantes), nois plutdt & 1l'affinité plus grande de la résine pour des
longues chaines aliphatiques donnant des effets d'adsorption (1IOORE
et STEIN).

On en revient alors a une chrouatographie por adsorption.

Des réactions secondairces se produisent sur des échangeurs d'ions.
Les résines acides ou basiques tres fortes provoguent souvent des
degradations de sucres, l'hydrolyse partielle de 1'ATP en ADP.

On utilise le plus souvent des résines synthitiques provenant de

la condensation de polynhenols ou de formol avec une substance du
type polystyreéne.

b) Résines courantes du connerce.

Les bases sont retenucs par les échangcurs de cotions, les acides
par les échangeurs d'anions.

1) Echangeurs de cations :

acide fort - SO3H : Dowex 50
Perimutite 50
acide faible - COOH Amberlite IRC 50

2) i“changeurs d'anions

basiguc fort Ry - N - CH : Dowex |
Dowex 2
Anberlite IR4B

basique faible Rz - N
R2 - N
R - NHp Anberlite IR4B

3) Achangeurs doubles

anion + Cation Anberlite :ioy
Utilisé pour la deésalification
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Dowex 50 : constitué par une chaine d'hydrocarbures aromatiques &
structure tridimensionnelle et comprenant commie seul groupenent catio-
nique actif des acides sulfoniques nucléaires.

Amberlite IRC 50 : son activité provient des gfoupenents acides dicar-
boxyllques. Adaptés surtout a l'isolenent et a la séporation des bases
organiques.,

Amberlite IRA 400 : se counporte coume un caustique solide dont seuls
les ions hydroxylcs seraient solubles,

L'enploi combiné d'échangeurs d'anions et de cations permet
d'obtenir des solutions exenptes d'ions ninéraux.

c) Exemple d'utilisation d'une résine.

Une résine de type sulfonique et sous la forme H+ nchange es
ions H* pour des cations contenus dans une solution qul passe & travers
une colonne de cette résine. Un lavage de la colonne a l'eau entraine
ltacide libre formé.

Par passacge sur une résine fortement basique, une solution alca-
line contenant un sel alcalin donne un hydroxydc correspondant,

L!'Electrophorese

Voir fascicule special de A, RuSPLANDY (2&ue thése Fac. des
Sciences de Paris, 1958).

Clest une technique qui, jointe & l'utilisation de la chromato-
graphie de partage sur papier, pcut &tre d'une grande utilité et d'une
grande précision.

Chaque laboratoire apporte des modifications, des simplifications
3, 1'appllcatlon des techniques chrouatographiques. Clest la nature du
nmatériel a analyser qui doit guider le chercheur dans le choix des
méthodes et sur la fagon de les mettre en pratique.

De nombreux ouvrages ont €té écrits sur l'analyse chronatogra-
phique.

Une importante bibliographic a été faite sur ce sujet, notamment
dans le dernler volune "Chromatography" de M, E et M., LEDERER publié
en 1957 ol ils donnent plus de 3500 références.
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CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE GAZ-LIQUIDE -

Cette méthode a été nise au point par Jarlhd et MARTIN qui ont
repris la théorie de la chromatographie cn phase liquide de MaRTIN et
SYRIGE. Ils onttransposé les hypotheses énises dens ce dernier cas
& la chromatogrcphie de partoge en phase gazeuse,

Ils ont admis

- que le coefficient de partage d'un composé entre la phase
liquide et la phase vapeur est une constante, '

~ que le diffusion & 1l'intérieur d'une phose dans la colonne
est négligeable.

-~ que le calcul doit tenir compte de lo compressibilité de
la phase nobile,

C'est une méthode applicable sculeinent eux substances volatiles
et qui peut &tre utilisde dans lc méue but que la distillation sous
ses diverses fornes,

JAMES et MARTIN ont essayé de séparer des acides gras volatils
(1952) par le systeéeme gaz-liguide. I1 est plus facile de ddtecter de
petites quantités de vapeurs dans un gaz, que de petites quantités
d'un corps dissous dans un solvant,

Ce nouveau systene consiste & utiliser un gaz comne phase nobile,

Ltappareillege est composé d'unc colonne, naintenue a tenpérature
convenable par une enveloppe de vapeur, remplic d'un support inerte -
KIESELGUHR par exenmple - & la surface dugquel est répartie une phase
liguide stationnaire, & point d'ébullition élevée et 2 bonne stabilité
thermique. '

Le mélange des corps & séparer est introduit, sous forme gazeuse,
en t8te de la colonnc, et ¢st entrainé le long de cette colonne par un
gaz inerte (souvent de l'azote). Les divers constituants se séparent
et sortent de la colonne suivant lcur volatilité relative, Un dispositif
convenable, placé a la sortie de cettce colonnc, les détecte, cnrcgistre
lecur masse ou leur concentration au possage.

(Le support inerte peut &tre reuplacé var un cdsorbant, On a alors
")

une adsorption gaz-solide au lieu d'un pertage gaz-ligquide (CLAESSON

1946)).
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