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l - INTRODUCTION

Les méthodes chromatographiques sont des méthodes analytiques
permettant, par le jeu d'une phase mobile, liquide ou gazeuse, la
séparation par entraînement sélectif, des constituants d'un mélange
déposé sur lliî support poreux ou finement divisé (papier, alwnine, 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
première). D'une manière 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. Elle fait inter­
venir des phénomènes physico-chimiques très divers, cOluplexes et
souvent mal connus.

Nous examinerons successivement les méthodes 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 où le mélange à analyser et un
entraîneur (qui peut être un gaz) passent à travers Lille 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
façon dont ils sont adsorbés. Divers moyens permettent de les séparer.

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

- La chromatographie en phase gazeuse.

Ces distinctions entre les méthodes, nécessaires à la clarté de
l'exposé, sont, dans une certaine mesure, arbitraires. Ainsi, les
phénomènes 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 •••
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II - HISTORIQlJE

"Il semble que la chrom.atographie soit née de pratiques empiriques
utilisées dans l'industrie de la teinture.

Les teinturiers contreùaient 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. HOLOSTBV).

F.F. RUNSE a été le premier à étudier ce phénomène (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 être purifié par
passage à travers la chaux pulvérisée.

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

C'est N. TSHETT, botaniste russe, qui a eu le premier l'idée,
en 1903, de filtrer sur une colonne d'adsorbant, un extrait de pigments
dans l'éther de pétrole, obtenant ainsi une série de zones diversement
colorées.

Cette méthode fut essayée , critiquée puis abandonnée. J-ies utili­
sateurs s'étaient servis d'adsorbants Cfl.'.i, au lieu de séparer simplement
les pigments, les avaient plus ou moins détruits.

En 1931, IDJHN et LDDERDR reprenaient ces travaux, séparant deux
fractions (carotènes ct xanthophylles) par passage sur une colonne
d'alumine, à partir du "carotène", que l'on considérait alors COrInlle
une substance homogène.

Les premières opérations ont donc eté réalisées avec des substan­
ces colorées. Mais apparemment, rien ne s!opposait à ce quo des subs­
tances incolores soient séparées de la ~ême manière.

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

Bn 1941, l~\RTIN et STIiGE ont utilisé les premiers la chromato­
graphie de partage sur gel de silice. Ils ont d'abord séparé des acides
aminés acétylés, à l'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 for~ent des zones roses sur une
colonne jaune.
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Il Y a eu partage entre le Butanol saturé et la phase aqueuse
stationnaire.

CONSDEN, GORDON et r~~RTIN ont introduit, an 1944, lu chromato­
graphie de partage sur papier, véritable technique microanalytique.

Au départ, quelques grammes de matériel ét~ient nécessaires à
l'exécution d'une analyse, puis quelques milligra.mnes avaient suffit.
Maintenant on peut opérer sur quelques gamma;:, seulement.

Enfin en 1952, JAIVŒS et Ml:l.RTIN ont introduit la chromatographie
de partage gaz-liquide.

Aujourd 'hui de nombreuses catégories de substances sont suscepti­
bles d'être séparées par des moyens chromatographiques.

éléments minéraux

- gaz
constituants organiques simples

- protéines

- virus.
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III - CHROHATOGRAPHIE D2 P.~RTAGE SUR PAPIER -

cmmmm, GORDON et HLRTIN ont été les premiers 2. séparer des
quantités infimes d'acides aminés par chromatographie sur papier
filtre (1 944) •

Relativement simples à appliquer, les méthodes chromatographiques
connaissent aujourd'hui une très grande faveur et sont très largement
utilisées dans les domaines les plus variés, COinme nous l'avons vu
plus haut. Leurs grands ava~ltages sont de rendre possible, à partir de
quantités infimes de substances, des analyses quantitatives très fines
et très rapides.

Cette rapidité est intéressante, surtout là où les méthodes précé­
delnment utilisées exigeaient des manipulations extTêmement longues et
délicates (protéines par exemple). 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 à l'état cristallisé,
soit disant purs, et qui ne sont en réalité que des mélanges (hétéro­
sides du catalpa par exemple).

Il faut not2r cependant, que si ces techniques donnent d'excellents
résultats pour la séparation des constituants d'lli1 mélange, elles ne
suffisent pas toujours à les identifier avec certitude. Des tests
complémentaires sont nécessaires. Il n'est pas inutile d'insister
sur ce point qui a souvent été néGligé.

ExtrêNement précises pour ce qui est de l'analyse qualitative,
les méthodes chromatographiques, malgré de nombretu travaux, n'amènent
pas encore à des résultats vraiment satisfaisants en lnatière d'analy.se
quantitative.

Certains laboratoires disposent d'installations conçues pour des
travatu chromatographiques faits en séries, mais beaucoup de techniques
chromatographiques se prètent mal à l'emploi à grande échelle.

il. - Princi1)e dG la ChrOinatographie de "partage.

La Chromatographie de partage, mise au point par tlliRTIH et SYNGE
en 1941, met en jeu des phases liquides ~ une phase aqueuse stationnaire
et une phase mobile (solvant organique en général).
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- Notion de Rf.

Chaque substance séparée par chromatographie de partage est carac­
térisée, pour un système solvant donné, par son Rf.

Rf _ di~tance arcourue ar la substance d)
- distance parcourue par le solvant D

On constate que le Rf est indépendant de D et aussi presque
totale,-:lent indépendant de la cüncentration de la substance mise en
oeuvre. De nOl:1breux facteurs pelJ.vent faire varier le Rf dt une substance
dans i111 mêlJe solvant terüpérature, natu:re du papier, pureté des
solvants, etc •••

- Rapports entre la constitution chiEliQ..ue et la chromato"gra'p'hie

de partage.

Tout changeiJent de structure faisant varier la solubilité relative
dans les deux solvants utilisés fait varier la position du corps dans
le chromatograrrli~e.

Il Y a un rapport direct entre la constitution chimique des corps
et leur coefficient de partage c/..... •

~ concentration dans la solution A (eau)= concentration dans la solution B--+(~p~h~a~s-e--o-r-g---a-n~i-q-u-e~)

quand A et B ne sont pas miscibles.

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

En conséquence, les isomères pourraient être séparés par adsorp­
tion et les series homologues (acides gras, acides aminés) par chroma­
tographie de partage.

Ce rapport, entre la structure chimique et le coefficient de
partage, se traduit par certaines dispositions en séries régulières des
taches.

B - Technigue Opératoire

- Choix du 'p"apier

La qualité du papier a une très grande iD~ortance. Le plus
couramment utili3é est le papier \Jhatman.

On peut aussi recommander le papier Arches, Schleicher et SchUll.
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Chacune de ces marqu8s a une numérotation particulière indi:luant
la qualité de son pa.t:üer.

Par exemple le papier 'ilhatman EO 1 est norLlal

N° 2 est lent

N° 4 est rapide

Il est indispensable de conserver ces papiers dans un endroit
sec (le papier hlL~lide n'a plus les mêmes caractéri[ tiques que le
papier parfaiteDent sec).

Pour la chroE12,tographie de mélangef~ insolubles dans l'eau, on
peut se servir de papier caoutchouté j siliconé, etc.

On peut aussi être amené à "laver" le p8..pior avant de l'utiliser,
pour éliminer les impuretés acides ou réductrices qui peuvent ~tre

gênantes et occasionner des trainées sur 10 chrom2tograLlille (SHBRWOOD
et RANES).

Ce sont généralement des produits organiques particulièrement
miscibles à l'eau. Ils peuvent être parfois entièrement miscibles à
l'eau.

Les solvants les plus courants sont

- Le Phénol
- Le N Butanol
- Le mélange N Butanol - Acide Acétique
- La Pyridine

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

Dans certains cas j on peut éviter l' eL~ploi do solvants organiques.
On peut utiliser par exemple, des solutions aqueuses d'électrolytes
(À. RESPLANDY). Ces solutions ont certains avantages sur lGS solvants
organiques, notamment :

- la reproductibilité des Rf sur ~~ lot de papiur homogène.
- les variations de ten'lpérc.turu n'influencent pratiquement

pas la valeur de ces Rf.
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- Cuves à chromatographie

Les cuves en verre sont los meilleures. Elles doivent être
parfaitement étanches. Le couvercle doit être lui aussi en verre ou
en matière plastique. (Il faut cepGndant se rappeltJr que la plupart
des solvants attaquent presque toutes los matières plastiques courantes).

L'étanchéité de l~ cuve est assurée par ~m joint de caoutchouc
ou une couche de vaseline.

Les cuves doivent êtro placées dans une pièce à température
constante ou à peu près constante (± 1°), à l'abri du soleil et même
de la lwniare. Si l'on no peut disposer d'un~ pièce dont la température
peut être réglée, on pout placer les cuvas dans des armoires (genre
étuve) où la tcopérature peut être contrôlée et réglée.

La dimension des cuves varie suivant la technique utilisée.

- Procédé ascendant

Les feuilles de papier ont en général, 50 à 60 cm de long,
et 45 à 50 Cill 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 - plo~ge dans 12 solvant par son extrénité inférieure.
Le solvant monte et entraîne les substances placées à 5 cm environ
du bord inférieur du papier. Un récipient contenant l'eau saturée de
solvant est placé ~ côté du solvant (fig. 1). La cuve peut être ronde
ou rectangulaire et de petite dimension.

- Procédé descendant

Les CUV(lS peuvent être aussi plus ou woins grandes suivant
qu'on veut utiliser los feuill~s sur toute leur 12~geur, seulement
en bande, ou en vue d'une chromatographie h deux dimensions.

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

A l'intérieur et en haut de ces cuves, on fixe des tubes de verre,
ouverts sur un côté, destinés à recevoir le solvant (fig. 2).

Dans le fond, on dispose des récipients contenant l'eau satur~e

de solvant. Les cuves pour chromatographie à 2 dimensions doivent
obligatoirement être de grand format.

Le papier plonge dans le tube contenant le solvant. Celui-ci
descend le long de l~fGuille, entraînant los substances à séparer.
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Si le chromatogrnÉllile doit être utilisé pour une séparation dans les
deux sens, le p2.pL;r est sorti dG 12 cuve 2.U mOf;lGnt choisi, séché à
l'air ou à l'étuve suivant le cas, et remis dans une cuve contenant
un autre solvant.

Il est préférable d'avoir une cuve pour chequo solvant.

±!~E2~_~~~_82~~~~~_.~~§ _~~g~~a~.9~~_§_~~J2~r2!: •

On se sert de aicropipettes d0 10 n'lI.!3 , divisées en 2 ou 5 mm3.
La tache faite par le liquide déposé doit être régulière. La surface
de papier Llouillé ne doit pas être très ételldue. On mot en général
4 ou 5 ru~3 de liquide. Si la quantité de substance mise on oeuvre
dans une seule goutte n'est pas suffisante, on peut remettre 4 ou
5 mm) de solution sur 12. première tache, E1<:::.is seulcl~~ent quand celle-ci
est sèche, afin d'~viter la diffusion du liquide sur Ulîe trop large
surface du papier (on utilise courû~ll~ent pour sécher les gouttes
déposéoc' un séchoir à chevo:ux à l.~c:.~in).

La place des gouttes sur 12 feuille vc:.'..rie avec la forme du
chroillatogr2ili~e (fig. 3).

A chroüatoGraphie desccmdtlnte
,

1 dimensiona

B " " à 2 dimensions

C " QscGndnnte

- Chromatographie circulaire

On peut aussi utiliser d,ls fouilles de pnpier de forrile
circulaire.

Certains auteurs pensent qu'on arrive ainsi à obtenir dos
séparations plus fines dans un tel'1.lps plus court.

La substance ost déposée soit en tache au contre du papier,
soit en ligne à 1 ou 2 CD de rayon du centre (fig. 4).

Dans le cas où la tache est faite au centre du ptlpior, on ne
peut pas mettre d2 substances témoins sur la l:1êne feuille.

Le solvant arrive ~u chromatograllme par une bande découpée dans
la feuille m3me - la tache est alors faite sur cette bande, à quelques
millimètres du centre -, ou per ~m fil de coton assez gros,partant du
centre du papier et plongeant dans le solvant, ou encore par un capil­
laire de verre arrivant juste à la surf~ce du chroQatogr2.ill~e.

Le materiel utilisé 3St -Crès sL1ple : un cristallisoir et un couvercle
de verre suffisent (fig. 5).

Le solvant sépare los substances en c~rcles concentriques. Le
dépôt de la substance sous forme de trait donne de meilleunB séparations
que los gouttes.
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- Révélntion

Ln papier, séché à 12" sorti0 do la cuve, ost onsl'ite ve,porisé
nvec un ou plusieurs réuctifs donn~nt d~s color~tions plus ou moins
spécifiques av:;c les substf:mcGS à titudier. (Ces rénctions seront
étudiées de façon plus dstaillée dans les fascicules consacrés aux
"glucides" et aux "différcnt"s fori10s dIJ l'azote").

La plup~rt des réactions mises en jeu exigent une température
élevée. On Dot donc les feuillos dans -QUe étuve, à la température
convenable, o.près vo.poris=:.tion du ruvélateur. Le temps de chauffage
varie avec les substances à révoler.

Le révél2.teur pout ôtre vaporis8 à. 1:-: bouche, avec une poire,
ou mieux, avec un petit cOJprosseur.

(Compresseur d'air à membranes? fonctionnant sans huile,
fnbriqué pour les appareils génornteurs dt Aérosols lXJ,r los Etablisse­
ments Jouan, 113 Bd St-Geroain, Paris).

Le vaporisateur peut 8tre un tube capillaire eu verre ou métalli­
que, adapté sur un erlewnoyer (fig. 6).

C - Hécanisme général et préRaration cl 1 un Chromatograrnr,1e.

- Mécanisme général

La pho.so organique est saturée d'cau
Do l'eau libre est liée chiEliquenent

,
la cellulose- a

- De l'eau libre est adsorbée.

On p,-,ut considérer cos deux dernières ph~_s0s COliLlS un cOùlplexe
cellulose-e['~u ; d:::~ns li...'18 atüosphèr3 saturée dl -::3.U le papier adsorhe
environ 20 % d'cau.

10 papi8r et le solvant sont pl:='_css dans li...'1e enceinte parfaitement
étanche, saturée des vapeurs d0 l'eau et du solvant utilisé. Le papier
sert de support à la phase aqueuse.

- Préparation d'un chromatogramne

Les gouttes de substances à étuQicr sont déposées sur une môme
ligne de ëLepo.rt, à l'o:;:trél;üté de la feuille de papior convcl1ablel~18nt

choisie. Cotto fouille ost alors plongée p2r c~ bord dans le solvant.
Le liquide progrosso par cspillarité, do baS 8n h~ut, ou inversement,
suivant la méthode utilisée.
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Un cristalliGoir contenant de l'eau satur0e du solvant organique,
placé au voisinage de la feuille de papier,assure la saturation en eau.

Le solvant, qui cheoine sur le papier, d,-,place les substances
déposées, suivant leur coefficient de partage. Les corps les noins
hydrosolubles ~igrent en tête, les plus hydrosolubles restent en
arrière.

Il Y a partage continuel entre l'eau stationnaire et le solvant
organique.

Lorsque le cheoineüent du solvant est considéré carane suffisant,
l'opération est arrêtée.

On utilise le procédé descendant ou ascendant, ou circulaire.

La plupart des substances séparées par chrowatographie sur papier
étant incolores (sucres, acides a,ünés,alcaloïdes etc ••• ), il faut,
après séparation, les faire apparaître à l'aide d'un réactif approprié
qui donne avec ces substances des couleurs bien déteruinées.

- ninhydrine pour les acides auinés.

- phtalate d'aniline pour les glucides

- Réactif de Draggendorf pour les alcaloïdes

Les acides aninés, les hétérosides,peuvent aussi être mis en
évidence par leur fluorescence en lmli~re de Wood.

Les élèl-ients üarquçs par les traceurs radioactifs peuvent être
repérés soit par autoradiographie, soit 811 d~roulant la bande de papier
le long d'un c08pteur intégrateur.

- Mesure du Rf

Apr~s révélation, on ~eut calculer le Rf pour chaque corps isolé,
ce calcul n'étal1t valable que pour ~~ solvant donné, dans des conditions
bien dét9rôinées et toujours respectûes (papier, teôpérature, etc ••• )
La pureté des solvants est aussi tr~s ioportante.

Certaines substances ayant le Bêwe Rf avec un syst~Be de solvant
on est parfois obligé de faire une deuxi~B8 séparation sur la même
feuille de papier, avec un autre solva~t et danG l'autre sens de la
feuille : chromatographie à deux dimensions.
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Les distances parcourues par les substances entrainées sont
mesurées de la ligne d'origine au oilieu de la tache rév01ée. Pour
mesurer le Rf, il faut toujours arr~ter l'écouleoent du solvant avant
que 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
- ia température ambiante
- la qualité du papier
- la présence d'impuretés dans les solvants ou le papier
- la concentration des produits à séparer
- la saturation plus ou moins boru1e de l'atuosphère de la

cuve en eau.

Il est donc indispensable de tOUjOUIS travailler en présence de
substances téuoins placées sur la oêne feuille de papier que les
substances inconnues que l'on cherche à identifier.

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

P1ŒTRIDGE pense que pour cbtenir des chiffres plus constants,
il est bon de mesurer, à chaque chroDatographie le Rf d'un corps
standard x et d'en calculer le coefficient At

Rf du corps x à 20°
Rf du corps x à t O

Toutes les valeurs de Rf trouvées dans l'expérience à tO sont
multipliées par ce coefficient.

D - Extension de la méthode à l'analyse guantitative

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

a) Elution des substances après révélation des témoins et
dosages des très petites quantités éluées, en général, par co}_or~jétrie

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 à 20 %.

c) Photométrie de la tache avec un densitomètre.
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- Elution

L'étude - qualitative ou quantitative - plus cOQplète d'une
substance isolée par chronatographie exige qu'elle soit séparée du
substrat, c'est à dire Réluée".

Différents procédés peuvent être utilisés. Si la substance est
assez concentré.e, l'élution d'une tache (obtenue après chroLlatographie
du mélange déposé sous forLle d'une ou plusieurs gouttes superposées) .
suffit. Si, par contre, la concentration est insuffisante, il faut .
déposer sur le papier una quantité beaucoup plus importante de Solutlon
à étudier, en l'étalant en ligne continue. On effectue alors l'élution
sur toute une bande de papier (fig. 7).

A élution d'lli1e tache

B élution d'une bande

Les substances x (solution de cooposition 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 chrolliatograillL1e est reconstitué. Le carré Œe
papier ou la bande correspondant à la substance T est découpé et élué.

L'élution peut se faire à chaud ou à froid.

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

L'élution à froid peut se faire dans un récipient clos (fig. 9).

La nature de l'éluant à employer dépend des substances à recueil­
lir. L'éluat est concentré sous vide à basse température et repris
par un très petit vollli~e d'eau (en général connu).

CHROYJ.i\.TOGRJiPHIE A PHASES INV~RSBES

Dans le cas des cooposés très peu solubles ou insolubles dans
l'eau (acides gras supérieurs) BOLDINGH a luis au point une technique
à "phases inverties".

Le papier qui sert de support est caoutchouté par trenpage dans
un latex. Le partage se fait entre une phase apolaire-i~li~obile-(benzène)

et une phase polaire-nobile-(méthanol).

On S'8St aussi servi de papier iwprégné de silicones, avec du
chloroforme COL~e phase fixe et de l'éthanol corrQe phase mobile.
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UTILISATION DES RbSINJJS ECE.iJ~GLJUSES D'IONS EN CF..RŒ'IATOGRAPHIE DE.
PARTAGB SUR PAPIER

Quand on Cl à faire à des Qilial~ conplexes, COille le sont souvent
les extraits végbtaux 1 on s'adresse aux échangeurs d'ions afin dteliDiner
les sels gênants pour la suite des op8rations et séparer au départ les
principaux groupes do constituants chLliquos (2.cidcs al~ünés, glucides,
etc ••• ).

On peut donc utiliser successiveüent différentes réGines pour un
même échantillon.

Ainsi, pour désnlifier un extrait vég0tal, on peut le faire passer
sur de l'ADberlite bill3. L'éluat obtenu peut alors être passé sur
AQberlite IR 120. Les acides auinés restent sur la résine, les glucides
et acides organiques passent dans la solution. On élue les acides aminés
avec une solution aj~~loniac2.1e. La solution aqueuse précéder~ent récu­
pérée est passée sur ~Qberlite IR4B. L'~luat contient les glucides.
Les acides organiques sont entraînés avec dG l'acide forwique.

La combinaison de 12 chrOmatographie de parta~e sur papier, avec celle
sur échangeurs d'ions, avec l'électrophorèse \voir fascicule particulier
rédigé par A. RBSPLANDY) et avec l'électrodialyse a été très fructueuse.
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IV - CHROVillTOGRAPHIB SUR C0101mB3 -

Cette méthode nécessite un matériol d'analysG plus important que
la méthode décrite précédemment.

La chromatographie sur papier est surtout utilisée COlmne micro­
méthode d'analyse qualit~tive, et le chrowatogrephie sur colonne pour
séparer des substances déjà identifiées.

- Princi~c dola Chromatograph~eRar adsorptiQg :

Un colonne dG verre est remplie d'un adsorbant. La substance à
étudier et le solvant entralneur S8 déplaçant le long de cette colonne.
Les différents constituants à séparer se répartissent suivant leur
degré d'adsorption.

La chromatographie par adsorption est donc un phénomène qui a
lieu à l'inter-face d'wLe phase solide (adsorbant ou p~pier) et d'une
phase liquide ou gazeuse qui l'entoure.

Restés longte~ps obscurs, les phénomènes d'adsorption sont apparus
comme l'effet des charges électriques des atomes de l'adsorbant qui
déterminent la captation des substances polaires en solution. L'impor­
tance de cette fixation est en relation directe avec 12 concentration.

- Nature de la substance adsorbante

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

Le plus COUra[ili~ent utilisé do ces adsorbants est l'Alumine A1203'
qui subit lille prépar~tion tout à fait spéciale pour cet usage. On peut
l'employer, soit sous forme naturelle, soit sous la forme "alurnine­
acide" qui se comporte comme un échangeur d'ions (adsorption des acides
aminés dicarboxyliques). L'allillline contenant des ions Na+ peut servir
d'échangeur d~ c~ti?ns. Elle e8~ ~tiliséG aussi sous forme de bauxite
A120 (OH) ou G.C ::nllcs"te c1' .. lt"LllElum.

On se sert 2,ussi souvent de M::i.gnésie (EgO), de chaux (Ca(0II)2 ,
ou du mélange des deux, d.c carbonate do calciDJu, do gel de silice
imbibé d'eau, d'aillidon, de talc, de poudre de cellulose.

Il existe aussi des adsorbants dont l' 8.lJ.lploi est plus limité

- Urée pour les acides gras.

- Histone pour les acides desoxyribonucléiques.
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- Solvaûts et agents d'élution.

La pureté dos solvants ot agents d'élution ost très importante en
chromatographie. Certainos impurotés peuvent influoncer fortGlJent la
marche de l'opération.

Il Y a co~pétition continuelle entre le solvant éluant et la
substance adsorbée. L'entraîneur déplace cotte substance de la place
qu'elle occupe sur la surface de l'adsorbant.

JACQUES ct l'~THIEU ont constaté qua le pouvoir d'élution des
solvants est proportionnel à leur constante diélectrique [ • Mais il
SBmble, après de nombreuses recherches, quo le pouvoir éluant des
solvants n'a de sens que pour un système donné et dans des conditions
très précises.

Le vol~uûe de chaque éluant doit être environ le double du poids
de l'adsorbant.

La Chromatographie sur colonne peut aussi être, suivant les adsor­
bants et les solvants, uno chroffintogr2..phie de pnrt:::ge.

Procédés pJroettant d'isoler ou de recueillir les fractions

séparées sur les colol~es d'adsorbant

La séparation des substances est indispensable pour une identi­
fication sûre des fractions.

Quand on tr2vaillo sur des substances bien distinctes par leur
coloration cOwùe les pigoents, il suffit de découper la colonne suivant
le trëcé d2s zones colorées. Cette w8thode ne peut pas être appliquée
à la sépar~tion des substnnces incolores.

Certains 2.uteurs font passer SuccGssive;~18nt sur 1<..:. colonne une
série de solvants ou do mélanges de plus en plus éluants et recueillent
séparéoont los diff0rontos fractions.

TISELIU8, CL.iL:';SSON et leurs collD.borattmrs, dans le procédé qu' ils
ont appelé "2m'..lyse frontale ", font percoler la solution à étudier à
travers la colonna d'Ul1e façon continue. Un dis~ositif optique mesure
les changeuents d'indice do réfraction (fig. 10). Chaque palier de la
courbe indique l~ présence d'une substance dans le mélange. Pour obtenir
une séparation dG A, B, C, D, il faud~nit laver la colonne avec un
solvant pur. C'est alors le "dévoloppeLlent par élution".
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Zn partant d'un uélange de 4 substa~ces : 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
l'élution de A est ter:ünl3e, dais Cs' 8coule avant que B ne soit entiè­
rement entraîné et ainsi de suite (fig. 11). L'élution quantitative est
donc très difficile. Les substances "traînent" de plus en plus sur la
colonne.

Par la suite, TIS~LIüS a wontré. que l'on pouvait développer un
chrolJatogra~·J.iJ.e par une substance forte ..~ent adsorbée : "developpewent
par développeïJ.ent".

Une substance X très adsorbée déplace devant elle des substances
noins adsorbée ~u~elle~ ~lr B, C. C d6plaçant E, si C est plus adsorbé
que B, etc ••• 'flg. 12). "l est donc recueilli en preDier, B ensuite,
etc ••• A, B, C atteignent rapide;Jent une concentration stationnaire,
marquée sur la courbe par_un palier. Lalongneur de ce palier est fonc­
tion de la quanti té des substances éludes, la concel"1tration stationnaire
représentée par le niveau de ces paliers perDet de les caractériser.
Les zones éluées ne peuvent plus "traîne~~", puisqu'elles sont continuel­
lement déplacées par la suivante.

Ce procédé est cependant difficilenent applicable à des quantités
de substances supérieures à quelques niilibraL~;les. D'autre part, les
colonnes homogènes sont difficiles à réaliser et les zones deviennent
très irrégulières (fig. 13). CLj... G~SON a essay~ de corriger ce défaut
en se servant d'une succession de colonnes de dia;~ètre de plus en plus
petit. Elles ont chacune à leur partie inférieure un cOèjpartiuent sans
adsorbant (fig. 14). Dans cette partie de la colonne, il y a dilution
de la substance. Or les slibstances plus dilu8es descendent Doins
rapidewent que celles qui sont plus concentrées. Dans la seconde colonne,
la zone de substance plus concentrée re j oindra rapido~.'Gnt la substance
plus dilu0e et plus adsorbée. (Il Y a r;.;gularisation de l' écoulei'lent) •

Du point de ~~e pratique, il existe Daintenant do nonbreux modèles
de "collecteurs de fractions". Ces apparoils ont toujours une partie
mobile - en géneral url plateau tournant - a'-lens"nc à la sortie de la
colonne des récipients perLlettant de recueillir des fractions succes­
sives. Le plateau est LÜS en Darche et 12 vitesse ost réglée par un
dispositif Llécanique sidple, de façon à ce quo 108 tubes se succèdent
sous la colonne à intervalles do tenps égaux. On peut aussi régler
l'appareil de manière à recueillir dans chaclUO tube llJ1 vollli.l2 ou un
noobre de gouttes données de liquide.

- Rapport entrG la constitution chi.:Üque et la chrouatographie
par adsorption :

Les rapports entre la constitution chLüque d '"Lille substance et
son comporte8ent au cours de la chrolJ.atographie sont très différents,
suivant qu'il s'agit d'une adsorption vraie, d'un échange d'ions, ou
d'un partage entre deux solvants.
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Plus une subst8.nce a de double liaisons et r:le groupelJents -OH,
plus elle est adsorbée.

On peut établir un ordre approxiiJatif des substances de Doins
en Boins adsorbées.

acides-bases
alcools-thiols
aldéhydes-cétones
substances haloginées-esters

hydrocarbures insaturés
hydrocarbures saturés

KOFLJR a constaté que les groupewents r.18thyle au vOlslnage de
dé l' hydroxyle de la vitalüne J::; dir.ünuent le dee;ré de rétention.

Pour certaines substances fortement polaires, (acides gras), la
présence d'une ou de plusieurs doubles liaisons n'au~~ente pas obliga­
toirement cette force de rétention.

ChroDatobraphie de partage sur colonnes

Les supports convenables pour chronatographie de partJ,ge sur
colonne sont très difficile à. préparer, notaLlLlent le gel de silice.
On se sert surtout Elaintenant d'acide silicique, de KIlJSBLGUHR et de
poudre de cellulose.

L'emploi de colonnes renplies d'un support ta~ponno, peTIJet la
séparation de substances ionisables, ayant des coefficients de partage
similaires, mais des pK différents, à un pH approprié, grâce à leurs
différentes forces d'ionisation.
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v - APPLICil.TIONS DE L' ANALYù~ Cr-IB.G.TJl.'rOGRi\.PHIQUE

Pour apprecler l'utilité de l'analyse chrowotographique,
il est bon de la situer dans le Ch20p analytique général
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L'analyse chroDatographique en chilJ.ie organique

La chroü2.toGraphie perLlet :

- l'extraction d'une substance déteTIlinGe à partir d'un mélange
naturel (souvent -'crès cOl.lplexe) où elle sc trouve en très
petito qU2ntité),

- l'élii1ination d'iwpuretés 2.près uno séparation grossière,

- 12.. IJise en évic1cmco do substèmces inconnuoo dans de nombrel1x
ï:ülieux, otc •••

Il Y 2. une rôlation 2.pparento ontre la structure Lloléculs.ire d'un
corps et son cOdportuc.lent chrocélt02:raphique. Il est donc possible d'uti­
liser cette ~18thode pour classer des substances suivant les fonctions
aises en évidence.

Ainsi, on a pu obtenir des sép2.rations COUlole celles des cODposés
acycliques et arouatiques, différentes catégories d'isomères, isolement
d'hooolog11es, isoleDent et caractérisation des corps purs d'un mélange
de cOl.lposés de la ~~Qe fauille.

POLSOlJ a lJontré que les monoai:ünoacidos e,liphatiques se situent
sur une courbe, les bases hoxoniques sur une autro,Jt que los acides
aminés dicarboxyliques se rangent eux aussi avec régularité (fig. 15).

L'utilisation do la chroLJatographie en ChiGie végétale a peI'l~lis des
progrès rapides dans l'étude dos glucidos, acides al1ines, alcaloïdes,
acides organiques, lipides.

MOOill.J et ST:crU, par exel.:ple, ont pu isoler et doser jusqu'à 18
constituants habituels des protides d'un Elélange.

Le fractionneLlent chrollQtographiQue peut âtre utilisé à l'échelle
industrielle : extr2.ction de colorants des feuilles de Luzerne
(SHBAHSON et G:~B).

- Applic2.tions en Chhlie LlinGr:~:

Il s' c~git ici d'un problèE18 de sépar8tion d'ions. Ce qui est le
plus souvent secondairo on chinie orgcmique.

On peut cependant revonir aU cas do la chi~ie organiQue en comple­
xant les ions (dissioulation du caractère ioniquo).

La chroüatographio par adsorption peut alors être appliquée à ces
corps, sans Llodifications notables.

La chrouatographie do partase sur p2pier pout s'[~dapter à l'analyse
du nélange d'ions Dinéraux.
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Il est plus difficile de trouver une bonn] tochniqu-J dG chrol:1ato­
graphie de p2rtcgo sur colonne, si on considèro l~ faible solubilité
des ions dans la plupart des solvants org2niqu8s.

La chroLlatogro.phie en ph2.sG gs.zeusG seablo difficile à Bettre 2.U

point, les couposés ioniques ét2.nt très pou volatils.

Chrouatographie doS subst2ncos radioactives

L'application dG la chroDatogrnphie à l'~tud8 dos substances radio­
actives pose cortains problè;~es d'ordre pre.,tiquo.

On utilise cette 2éthod8 pour s~p2.rer et isoler les isotopes radio­
actifs. Une grosse difficulté surgit, si on est on présence de radio­
éléoents à vie courte.

Technigues ~articulières

Certains laboratoires ont éssayé de uettre au point des lJéthodes
originales.

- J. DIXf1IbR, DUPUIS et N. NORTZ ont enregistré cinRDatographi­
que11ent le développelJent de chroL.1atograI:clLleS sur papier d' anthocyanes
d'organes végétaux, fruits, jus de fruits et vins. Ils ont ainsi mis en
relief certaines des difficultés qui rendent le problèoe très couplexe.
Ils ont pu s'assurer que le wouvedent du solvant n'était pas régulier.
Ils ont relJarqué aussi que le solvant contournait la tache et entrainait
les bords Qême avant de la pénétrer.

- R.N. GREENSHI~LDS, au lieu d'opérer lli~e extraction par l'alcool,
travaille directe8ent sur le végétal frais.

Chaque section de la plante est placée sur un.endroit déterwiné
de la ligne de départ du papier. 1e jus est extrait par pression à la
main entre deux plaques de verre (l'une plLcée sur la plante, l'autre
sous le papier). 1a tache est rapidelJent séchée à l'air chaud.
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VI - TECHNIQU.8S i~NNlJXj-:;S -

- Utilisation des échû~geurs d'ions.

Les oCthodes nettant en jeu les ph~noD~nes d'~ch~nge d'ions
conviennent à lE_ séparation de substances hydrosolubles et ionisées.

L'utilisetion des dchangeurs d'ions est cependant liuitée.
Ils ne sont stables que dans des liuites 8troites de pH. Ils sont
dissous en solutions acides et peptis8s en solutions alcalines.
De plus, il est extr~c:.e:_lent difficile, voire i~!possible,d'obtenir
une élution qu~ntitative.

Les propriétés dos résines sont dues aux groupe~ents actifs
qu 1elles contiennent ;:: t aussi al~ degr~ de "liaisons croisées".

La polY.:.lérisation conduit à de 10n!~lleS chc.ines non rc,,,üfiées
(styr~ne).

CH2

)

-CH - CH2

r

'\

- CH - CH2

1/,
U

Ces chaines n'ont pas beaucoup de résistûnce uccenique et gonflent
en solution aqueuse.

On ef~ectue la polyuérisation de ce corys en présence de divinyl
benz~ne.

Chaque lJol,jcule introduit une lio..ison croisie entre deux cha1nes
de polystyr~ne.
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On introduit ensuite dos groupeuents actifs

- par sulfonation
- par introduction d'8changeurs d'anions

La fixation des substances org~niques dûpend en principe de leur
constante de dissociation. Il s'ajoute aussi des effets d'adsorption.

La fixation est fonction

- du degré d'ionisation

- des charges électriques

- des forces d'adsorption.

Les 8,cides forts sont plus forteient adsorbés que les faibles.

Les acides forts déplacent 13s faibles. Il en est de uême pour
les base~.

Les substances à poids l~oléculaires élevés deûandent des résines
ayant moins de 4 %de réseaux croisés au lieu de 8 % pour les corps
moins lourds.

L'élévation do te:JpérQture accroît la séparation des substances.

Les polYQères ne sont pas adsorbés.

Les échanges ioniques s'ef!ectuent grâce à la fixation ultérieure
dans la mole cule de résine constituœde radicaux acides ou basiques.

Si la solution expériwent~lc contient plusieurs ions, l'échangeur
manifeste une action préférentielle pour l'ml d'eux. Cette propriété
est propre à un 8changeur déterminé. On la d8signe sous le n012 de
"sélectivité".
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Les échangeurs de cations sont fortedent acides qU8.nd les groupe­
Dents actifs sont des groupe:.lents sulfonyles, fé:dbleLlcnt acides quand
les groupewents actifs sont des cnrboxyles. Les échangeurs d'anions
sont forteuent basiques s'ils portent des groupeLlents a;:1in0s quaternai­
res et faible:,ent basiques si l3s groupe,_lents sont tertiaires, secon­
daires ou prilJD.ires.

La séD2.ration de certaines substallces ::lOins ionisées sur des
résines synth8tiques (glycocolle , D.l~nine, acide 0\ lliJino-butyrique)
n' est)as dûe à des différc;l1cGs de chc.rgGs électriques (presqu' inexis­
tantes), o~is plutet à l'nffinité plus grande de l~ résine pour des
longues chaines aliphatiques donnant des effets d'adsorption (MOORE
et STEIN).

On en revient alors à une chrŒJatographie par adsorption.

Des réactions secondaires se produiseüt sur dos échangeurs d'ions.
Les résines acides ou basiques très fortes provoquent souvent des
dégradations de sucres, l'hydrolyse partielle de l'ATP en ADP.

On utilise le plus souvent des résines synth8tiques provenant de
la condensation de polY:Jh~nols ou de forDol avec une substance du
type polystyrène.

Les bases sont retenues par les échangeurs de c~tions, les acides
par les échangeurs d'anions.

1) Lchangeurs de cations :

acide fort - S03H : Dowex 50
Per:Juti te 50

acide faible - COOH Anbcrlite IllC 50

2) Bchangeurs d'anions

basique fort R4 - N - CH

basique faible R3 - N
R2 - :Gr

R - NH2

Dowex 1
Dowex 2
Ai:lborli te IR4B

ALlbcrlitG IR4B

3) 2changeurs double~

anion + Cation .A.L~berlite l.cYj

Utilisé pour la desalification
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Dowex 50 : constitué par une chainG d'hydrocarbures arowatiques à
structure tridioensionnelle et cooprenant CO~llJe seul groupe~ent catio­
nique actif des acides sulfoniques nucléaires.

Amberlite IRC 50 : son activité provLmt des groUpGLlents acides dicar­
boxyliques. Adaptés surtout à l'isoleûent et à la séparation des bases
organiques.

Amberlite IRA 400 : se couporte COLme un cz..ustique solide dont seuls
les ions hydroxylos seraient solubles.

L'eQploi cOwbiné d'échangeurs d'anions et de cations penlet
d'obtenir des solutions eX8_;ptes d'ions iJinéraux.

c) ExeQple d'utilisation d'une résine.

Une résine de type sulfonique et sous la fOTwe H+ échange es
ions H+ pour des cations contenus dans une solution qui passe à travers
une colonne de cette résine. Un lavage de la colonne à lleau entraîne
l'acide libre forné.

Par passage sur une résine forteDont basique, une solution alca­
line contenant un sel alcalin donne un hydroxyde correspondant.

L'Electrophorèse

Voir fascicule special de jl.. RBSPLANDY (2èue thèse Fac. des
Sciences de Paris, 1958).

C'est une technique qUi,jointe à l'utilisation de la chromato­
graphie de partage sur papier, peut être d'une grande utilité et d'une
grande précision.

Chaque laboratoire apporte des ~Jodifications, des sioplifications
à l'application des techniques chrolJatographiques. C'est la nature du
matériel à analyser qui doit guider le chercheur dans le choix des
méthodes et sur 10. f8.çon de le~j :mettre en pr8.tique.

De nOQbreux ouvr8.ges ont été écrits sur l'analyse chrooatogra­
phique.

Une iQPortante bibliographie a été faite sur ce sujet, notamment
dans le dernier volwJe "ChroEmtography" de 1'11'1. E et Ivr. LEDERER publié
en 1957 où ils donnent plus de 3500 références.
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Cette méthode a été uise cm point par JA1'JbS et HAR'lUT qui ont
repris la théorie de la chroontographie en phase liquide de r~~RTIN et
SYRIGE. Ils ontu~ansposé les hypothèses éDisos d2ns ce dernier cas
à la chromatogrc.phie de pL1.rtc.ge en phnse go.zeuse.

Ils ont adrilis

- que le coefficient de partage d '1L.YJ. cOElposé entre la phase
liquide et 12 phase vapeur est une constante.

- que 12 diffusion à l'intérieur d'une phnse dans la colonne
est négligeable.

- que 10 calcul doit tenir coopte de ln cODpressibilité de
la phase Dobile.

C'est une L1éthode applicable seule;lent cmx substances volatilee
et qui peut être utilisée do.ns le oêue but que la distillntion sous
ses diverses forDes.

JArŒS et 11ARTIN ont essayé de séparer des acides gras volatils
(1952) par le système gaz-liquide. Il est plus facile de détecter de
petites quantités de vapeurs dans un gaz, que de petites quantités
d'un corps dissous dans un solvant.

Ce nouveau systèoe consiste à utiliser un gaz COhÛe phase mobile.

L'appareillage est composé d'uno colonne, oaintenue à température
convenable par 1L.YJ.e enveloppe de vapeur, remplie d'un support inerte ­
KIESELGUlffi par exemple - à la surfnce duquol est répartie lli1e phase
liquide stationnaire, à point drébullition élevée et à bonne stabilité
thermique.

Le mélange des corps à séparer est introduit, sous forme gazeuse,
en tête de la colonne, et est entraîné le long de cette colonne par un
gaz inerte (souvent de l'azote). Los divers constituants se séparent
et sortent de la colonne suivant leur volc~tilité rolntive. Un dispositif
convenable, plac8 à ln sortie de cette colonno, les détecte, enregistre
leur masse ou leur concentration au passage.

(Le support inerte peut être rO:lpl8.cé pO,r un 2.dsorbant. On a alors
une adsorption gaz-solide au lieu d'QYJ. partage gaz-liquide (CLAESSON
1946) ) •
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