	  TP CH 2 :  CHROMATOGRAPHIE DES GLUCIDES


I.  BUT 

On veut identifier certains sucres contenus dans un jus de fruits.  Ce jus contient vraisemblablement du glucose et du saccharose . Ce dernier peut subir une hydrolyse en milieu acide qui conduit au glucose et au fructose selon l’équation bilan ci-dessous :

                      C12 H22 O11  +      H2O             (                       C6 H12O6         +          C6H12O6 .

                      Saccharose                       (milieu acide )            glucose                        fructose

On cherchera dans un premier temps à identifier par chromatographie le glucose et le saccharose contenus dans ce jus.

Dans un deuxième temps on fera la chromatographie du jus  hydrolysé et on comparera les 2 chromatogrammes .


II.  MODE OPERATOIRE

SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 14 \hdilution du jus de fruit  ( sera fait une seule fois pour l’ensemble du groupe )

- Diluer le jus de fruit environ cinq fois . Soit A la solution obtenue . 

SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 14 \hhydrolyse du jus de fruit  ( sera fait une seule fois pour l’ensemble du groupe)

- Dans un ballon placé dans un chauffe ballon, introduire environ 10 mL  de jus de fruit et ajouter 5 mL d’acide chlorhydrique à 2 mol.L-1 . 

- Fixer un thermomètre dans le mélange et chauffer durant 20 min en maintenant la température à 80°C 

- Refroidir le mélange sous un courant d’eau froide puis ajouter de la soude à 2 mol.L-1 pour neutraliser le mélange. Soit B la solution obtenue.




SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 14 \hPréparation de la cuve à élution

- Dans un becher de 100 mL,  verser une quantité de la solution d'éluant  telle que la hauteur atteinte fasse environ 5mm.

- Tapisser au 3/4  les parois intérieures d'un papier filtre en faisant de sorte qu'il soit bien mouillé par l'éluant.

- Boucher la cuve et attendre quelques minutes pour qu'elle soit bien saturée en vapeur de l'éluant.




SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 14 \hPréparation d'une micropipette.

- à faire à l’aide du bec Mecker




SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 14 \hPréparation
du chromatogramme

- Tracer au crayon de papier une ligne à environ 1 cm du bas de la plaque pour chromatographie (Silice sur Aluminium ; à tenir par les bords uniquement ). 

- Marquer très légèrement quatre  points à intervalles réguliers .

- A l'aide d'une  micropipette s'exercer à déposer une petite tache de 1 à 2 mm de diamètre sur du papier filtre ordinaire. Puis prélever un peu de chaque solution qu'on déposera sur les points marqués précédemment. Pour chaque prélèvement on changera de micropipette .

· une goutte de la solution de glucose

· une goutte de la solution de maltose

· une goutte de la solution de saccharose

· une goutte de la solution A de jus de fruit.

- Recommencer une deuxième chromatographie semblable à la précédente  mais dans laquelle on aura remplacé la solution A par la solution B .




SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 14 \hL'élution

- Placer la plaque dans la cuve à élution et fermer rapidement la cuve. L'élution commence.

- Attendre que l'éluant soit arrivé à environ 1 cm du haut de la plaque, sortir la plaque et repérer au crayon la hauteur maximale atteinte (H). 

- Sécher la plaque au sèche cheveux: on ne voit rien, les solutions étant incolores.




SYMBOL 183 \f "Symbol" \s 14 \hLa révélation

Pour faire apparaître les constituants, on utilisera ici comme révélateur le réactif de Molisch . En présence de sucre à chaud il donne une coloration violette.

- Sous la hotte, en utilisant des gants, pulvériser la plaque avec le réactif de Molisch.

- Porter la plaque à 100°C pendant quelques minutes (au sèche cheveux , décapeur ou plaque chauffante) et arrêter dès que les taches apparaissent.

III. LECTURE DU CHROMATOGRAMME

- Reproduire ci-dessous les chromatogrammes obtenus .

- Mesurer pour chaque composé la hauteur h atteinte depuis la ligne de départ.

- Calculer le Rf du glucose et celui du maltose.

- Ces chromatographies permettent-elles d'identifier les sucres du mélange ?

- Comparer les deux chromatographies .  L’hydrolyse peut-elle être mise en évidence ?

	Matériel:
2 Bechers de 100 mL.

Bande de papier filtre pour le becher de 100 mL

Plaque d'aluminium + silice

ruban adhésif ou plaque de polystyrène

tube de verre pour micropipette

bec Mecker

sèche cheveux, décapeur, plaque chauffante

gants

une seule fois :

chauffe ballon et ballon + thermomètre 

( ou bien plaque chauffante avec agitateur magnétique )
	Réactifs:

éluant :                  (100 mL)

butanone                :60mL

acide acétique pur  :20 mL

éthanol                   :20mL

Solution de glucose :

1 g.L-1 (SYMBOL 187 \f "Symbol"200mL)

Solution de maltose :

1 g.L-1 (SYMBOL 187 \f "Symbol"200mL)

acide chlorhydrique à 2 mol.L-1
soude à 2 mol.L-1 

(les deux en petite quantité )
	Solution de saccharose:

1 g.L-1 (SYMBOL 187 \f "Symbol"200mL) 
Solution mélange :

150 mL de chaque

Réactif de Molisch:

SYMBOL 97 \f "Symbol" \s 12 \h
SYMBOL 97 \f "Symbol" naphtol        : 0,05 g

éthanol            : 10 mL

H2SO4 à 20%  : 10 mL


   Solution A                                 solution B
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