
3 - Hydrolyse des peptides dans le cadre d'un TP

d'enseignement

1. Les peptides

→ Voir  2) test du biuret caractéristique des peptides.

Les peptides par hydrolyse donnent les différents acides aminés qui les constituent.

2. Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Notre manipulation consiste a essayer de séparer les différents acides aminés constituants
notre  peptide.  Pour  vérifier  ceci,  nous  allons  effectuer  une  CCM  à  la  fin  de  chaque
expérience. 

Principe     de la CCM : 

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélanges en leurs
constituants; elle est basée sur les différences d’affinité des substances à l’égard de deux
phases, l’une stationnaire ou fixe, l’autre mobile. 
La chromatographie sur couche mince, ou sur plaque (CCM), est effectuée surtout en vue
d’une analyse d’un mélange. La phase stationnaire solide est fixée sur une plaque, et la
phase mobile liquide, nommée éluant, est un solvant ou un mélange de solvants. 
On dépose sur la phase fixe une petite quantité du mélange à séparer et on met cette
phase au contact de la phase mobile. L'identification  des solutés est faite à l'aide d'étalons.
La phase mobile migre de bas en haut, par capillarité, le long de la phase fixe en entraînant
les constituants du mélange. C’est le phénomène d’élution, qui permet la séparation des
constituants du mélange à analyser. 

Chaque constituant migre d’une certaine hauteur, caractéristique de la substance, que l’on
appelle rapport frontal ou rétention frontale (Rf) :

(La distance couverte par le composé étant mesurée au centre de la tâche).



 Chaque tache correspond à un constituant et on l’identifie par comparaison du Rf avec un
témoin (une même substance migre à la même hauteur dans des conditions opératoires
identiques; même Rf).

→ Ainsi nous allons pouvoir identifier les acides aminés présents dans le mélange.

Protocole : 

Activer les plaques de CCM (avec gel de silice) pendant 1h, à l'étuve à 100°C.

La cuve est constituée d'un bêcher de 250 mL, couvert d'une demi-boîte de Pétri en verre.
Verser au fond de la cuve le solvant de chromatographie, sur une hauteur de 0,50 cm (les
dépôts sont effectués sur une ligne située au-dessus de la surface libre du solvant).
Attendre 30 min, le couvercle en place, la saturation de l'atmosphère de la cuve. 

Tracer très légèrement au crayon à papier, une ligne de dépôt à 1 cm du bord inférieur de
la plaque. Marquer les emplacements des dépôts, régulièrement espacée de minimum 8
mm,  laisser  9  mm  à  chaque  bord.  Pour  réaliser  les  dépôts,  on  utilise  des  capillaires
préparés par étirage de canne de verre. Un capillaire n'est utilisé que pour déposer une
seule solution.
Le dépôt ne doit pas excéder un diamètre de 3 mm (à cause de l'étalement de la tâche).
Effectuer les dépôts en trois fois, en séchant entre chaque opération à l'aide d'un sèche-
cheveux.  Déposer ensuite sur la ligne de dépôt les solutions étalons (références) et  le
mélange à analyser. 

Puis plonger le bord inférieur de la plaque dans le solvant, et laisser la migration s'effectuer
jusqu'à ce que le front du solvant atteigne le bord supérieur de la chromatographie. 

Pour l'identification des acides aminés du mélange, procéder comme suit :
– sortir la plaque, noter le front de l'éluant, sécher à l'air chaud (sèche-cheveux).
– tremper la  plaque dans le  réactif  à  la  ninhydrine,  et  après quelques minutes,  la
porter à l'étuve pendant 3-4 min à 100 °C.
– entourer les tâches d'un trait de crayon.
– Mesurer les Rf.

3. Différents protocoles 

Protocole 1     : (Hydrolyse du glutathion)

– Dans un tube à essais, ajouter 1 mL de solution enzymatique de pancréatine à 5%
et 9 mL de solution de glutathion à 1%. Mettre le tout au bain marie à 37°C pendant 40
minutes. Après, effectuer une CCM afin de vérifier que le glutathion a bien été hydrolysé.



Résultats     : 

Après avoir réalisé cette hydrolyse, nous avons effectué une CCM, voici le résultat obtenu.

Le premier dépôt correspond au glutathion hydrolysé, le deuxième à la glycine, le troisième 
à l'acide glutamique et le quatrième à la cystéine.

Nous observons 4 tâches bien distinctes.

A la verticale du dépôt n°1, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,431. Ce produit 
contient donc aucunes des trois références. 

A la verticale du dépôt n°2, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,397 caractéristique 
de la solution de Glycine de référence.

A la verticale du dépôt n°3, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,500 caractéristique 
de la solution d'acide glutamique de référence.

A la verticale du dépôt n°4, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,448 caractéristique 
de la solution de cystéine de référence.

Mais, nous devrions trouver normalement à la verticale du dépôt n°1 trois tâches, une 
correspondante à la glycine, l'autre à l'acide glutamique et la dernière à la cystéine. Nous 
pouvons alors supposé que le glutathion n'a pas été hydrolysé lors de cette manipulation.

G : Glutathion. 

Gly : glycine.

Ac. Glu : Acide Glutamique.

Cys : Cystéine.

• Pour confirmer ceci, nous allons effectuer une CCM avec notre glutathion de départ 
(non hydrolysé) et notre glutathion normalement hydrolysé :



► Nous constatons que le dépôt n°1 correspondant au glutathion non hydrolysé (Rf : 
0,373) et le dépôt n°2 correspondant au glutathion hydrolysé (Rf : 0,373), sont visiblement 
les mêmes, ils ont les même Rf (Rapports Frontaux)! Nous pouvons en déduire que notre 
glutathion n'a pas été hydrolysé ici.

Protocole 2     (site des Olympiades de la Chimie)     : (Hydrolyse de la Caséine)

Nous ne connaissons pas la formule de la caséine, mais nous savons approximativement
sa composition.

Tableau : Composition en acides aminés de l’α-caséine

 Acide Aminé % 
g /100g 

Acide
Aminé 

% 
g / 100g 

Glycine 2,3 Thréonine 4,9 

Alanine 3,8 Cystéine/ 
Cystine 

0,4 

Valine 6,3 Méthionine 2,5 

Leucine 7,9 Proline 7,6 

Isoleucine 6,4 Aspartique/ 
Asparagine 

8,4 

Phénylalanine 4,6 Glutamique/
Glutamine 

22,5 

Tryptophane 1,6 Lysine 8,9 

Tyrosine 8,1 Histidine 2,9 

Sérine 6,3 Arginine 4,3 
Source : Blondeau, P., (1988). Chimie organique, Manuel de laboratoire.  

– Placer environ 0,5g de caséine dans un ballon de 250 mL, puis ajouter deux grains
de pierre ponce et environ 10 mL d'eau.
– Fixer du parafilm sur le col du ballon et aller sous la hotte pour prélever de l'acide
chlorhydrique.
– Sous la hotte, percer le parafilm avec des ciseaux puis verser doucement 10 mL
d'acide chlorhydrique concentré (environ 37% en masse) à travers cet orifice, en agitant
manuellement.
– Effectuer un montage à reflux (support élévateur, chauffe-ballon, ballon, réfrigérant à
eau). 
– Chauffer pendant environ 35 min dès l'ébullition commençante, le mélange brunit
pendant le chauffage. 



– Ensuite laisser refroidir la solution à l'air ambiant pendant 10 minutes puis dans un
bain d'eau glacée pendant 10 minutes. 
– Ajouter au mélange réactionnel trois spatules de charbon actif ainsi qu'un barreau
aimanté et agiter à l'aide d'une plaque chauffante froide, pendant 10 minutes.
– Filtrer la solution obtenue à l'aide d'un entonnoir et de papier filtre. On obtient la
solution hydrolysée.
                 

                          Montage à reflux                                             Mélange réactionnel (qui a bruni)

 
Ensuite pour séparer les acides aminés, nous allons effectuer une chromatographie sur
couche mince (CCM).
– Placer dans un bécher de 250 mL (= cuve) l'éluant : 7 mL  d'acétate d'éthyle, 2 mL
d'acide formique et 1 mL d'eau.
Nos trois références seront de l'acide aspartique dans un peu d'eau, de l'alanine dans un
peu d'eau et de la phénylalanine dans un peu d'eau (les trois constituants de la caséine une
fois hydrolysée).
– Préparer une plaque CCM en effectuant 4 dépôts bien répartis sur la ligne de dépôt
à l'aide de capillaire: une goutte de la solution d'acide aspartique, une goutte de la solution
d'alanine, une goutte de la solution de phénylalanine et une goutte de la solution obtenue.
– Déposer la plaque dans la cuve (qui a été préalablement mise en saturation), et
recouvrir la cuve avec le petit cristallisoir. Ne plus toucher la cuve pendant l'élution surtout !
– Quand le front de l'éluant est à environ 1 cm du haut de la plaque, la sortir ; repérer
tout de suite le front de l'éluant à l'aide d'un crayon de bois, puis sécher au sèche-cheveux. 
– Tremper la face de la place CCM dans une solution de ninhydrine, à l'aide d'une
pince à épiler, puis égoutter l'excès de ninhydrine sur papier filtre.
– Mettre la plaque à l'étuve pendant 3 min, puis la sortir et entourer les tâches qui sont
apparues. 



             

                                               Cuve avec une plaque de CCM à l'intérieur

Résultats     : 

A la verticale du dépôt n°1, nous observons trois t âches, l'une de Rf1 : 0,893, l'autre de
Rf2 : 0,714 et la dernière de Rf3 : 0,411. Le produit contient donc de l'acide aspartique et de
l'alanine  (nous supposons ici que l'acide aspartique et l'alanine ont le même Rf, et qu'ainsi
ils  ne  se  distinguent  pas  très  bien),  du  phénylalanine  et  la  dernière  tâche  correspond
surement à un autre acide aminé contenu dans la caséine (Rf3 : 0,411). 

A la verticale du dépôt n°2, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,732 caractéristique
de la solution d'acide aspartique de référence.

A la verticale du dépôt n°3, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,732 caractéristique
de la solution d'alanine de référence.

A la verticale du dépôt n°4, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,893 caractéristique
de la solution de phénylalanine de référence.

• Pour vérifier si l'acide aspartique et l'alanine ont le même Rf (Rapport Frontaux),
nous avons effectué une CCM avec ces 2 composés :



A la verticale du dépôt n°1, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,746 caractéristique
de l'acide aspartique.
A la verticale du dépôt n°2, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,746 caractéristique
de l'alanine.

Nous pouvons donc certifier que l'acide aspartique et l'alanine ont bien les même rapport
frontaux (0,746), donc on ne peut pas bien les distinguer dans la caséine.

• Pour confirmer ceci, nous allons effectuer une CCM avec notre caséine de départ
(non hydrolysée) et notre caséine normalement hydrolysée :

► Nous constatons que le dépôt n°1 correspondant à l a caséine non hydrolysée n'a
aucune  tâche  visible,  et  le  dépôt  n°2  correspondant  à  la  caséine  hydrolysée  a
plusieurs tâches. Nous pouvons en déduire que notre caséine a bien été hydrolysée
ici, car notre dépôt n°1 n'est composé d'aucun acid e aminé, alors que le dépôt n°2
contient de l'acide aspartique, de l'alanine, de la phénylalanine et un autre composé
inconnu (dernière tâche). 

Conclusion     : 

Nous avons donc gardé le protocole 2, qui semble être le mieux car nous avons
avec celui-ci réussi à effectuer une hydrolyse ! 
Nous allons maintenant essayer ce protocole sur d'autres peptides,



4. Essais sur les autres peptides du laboratoire

Nous allons donc effectuer le même protocole que celui ci-dessus (olympiades de la
chimie),  mais  en  changeant  les  peptides.  Nous  allons  faire  ce  test  sur  ceux
disponibles au laboratoire ( glutathion, gélatine et trypsine).

• Glutathion   

Plaque 1     ( Éluant n°1)     :

A la verticale du dépôt n°1, nous observons une tra inée (glutathion hydrolysé).

A la verticale du dépôt n°2 nous observons une seul e tâche de Rf : 0,534 caractéristique de
la solution d'acide glutamique de référence.

A la verticale du dépôt n°3, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,586 caractéristique
de la solution de cystéine de référence.

A la verticale du dépôt n°4, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,466 caractéristique
de la solution de glycine de référence.

Plaque 2     (Éluant n°1)     :

A la verticale du dépôt n°1, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,552 caractéristique
de la solution d'acide glutamique de référence.

A la verticale du dépôt n°2 nous observons une seul e tâche de Rf : 0,603 caractéristique de
la solution de cystéine de référence.

A la verticale du dépôt n°3, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,466 caractéristique
de la solution de glycine de référence

A la verticale du dépôt n°4, nous observons une tra inée (glutathion hydrolysé).

Plaque 3     (Éluant n°2)     :

A la verticale du dépôt n°1, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,379  caractéristique
de la solution d'acide glutamique de référence.



A la verticale du dépôt n°2 nous observons une seul e tâche de Rf : 0,466 caractéristique de
la solution de cystéine de référence.

A la verticale du dépôt n°3, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,293 caractéristique
de la solution de glycine de référence

A la verticale du dépôt n°4, nous observons une tra inée (glutathion hydrolysé).

• Éluant n°1 → 7 mL d'acétate d'éthyle, 2 mL d'acide formique et 1 mL d'eau. 

• Éluant n°2 → Acide acétique, butan-1-ol, eau (20/80/20)

Nous pouvons voir  dans chaque cas que le glutathion hydrolysé forme une « trainée ».
Cela peut être dû à la concentration trop élevée, dépôt trop épais ou à l'éluant (par rapport
à la polarité). C'est pour cela que nous avons essayé de changer d'éluant, mais il  nous
aurait fallu beaucoup plus de temps afin d'approfondir nos recherches sur ce sujet. Comme
nous n'arrivons pas à distinguer les acides aminés le composant, nous allons seulement
vérifier que notre glutathion a bien été hydrolysé. 

A la verticale du dépôt n°1, nous observons une seu le tâche de Rf : 0,466 caractéristique
de l'acide aspartique.
A la verticale du dépôt n°2, nous observons une tâc he ainsi qu'une trainée.

► Nous pouvons donc certifier que notre glutathion a bien été hydrolysé , puisque nous
constatons des tâches nettement différentes (entre le dépôt 1 et le dépôt 2).

Pour vérifier si l'acide glutamique, la cystéine et la glycine le composent bien, il faudrait se
pencher sur l'éluant, afin d'obtenir des tâches assez nettes pour le glutathion hydrolysé,
plutôt qu'une trainée. Et ainsi pouvoir comparer leur Rf à ceux des références.



• Gélatine

A la verticale du dépôt n°1, nous n'observons aucun e tâche (gélatine non hydrolysée).
A la verticale du dépôt n°2, nous observons une tra inée (gélatine hydrolysée).

►  Nous pouvons donc certifier que notre gélatine a bien été hydrolysée , puisque nous
constatons des tâches nettement différentes (entre le dépôt 1 et le dépôt 2).

Comme pour le glutathion,  si nous voulions connaître les acides aminés constituants la
gélatine, il faudrait trouver un éluant plus adapté à ce composé. 

• Pepsine

A la verticale du dépôt n°1, nous n'observons aucun e tâche (pepsine non hydrolysée).
A la verticale du dépôt n°2, nous observons une tra inée (pepsine hydrolysée).

►  Nous pouvons donc certifier que notre pepsine a bien été hydrolysée , puisque nous
constatons des tâches nettement différentes (entre le dépôt 1 et le dépôt 2).

Comme pour  le  glutathion  et  la  gélatine,  si  nous voulions connaître  les  acides aminés
constituants la pepsine, il faudrait trouver un éluant plus adapté à ce composé. 



• Trypsine

A la verticale du dépôt n°1, nous n'observons aucun e tâche (trypsine non hydrolysée).
A la verticale du dépôt n°2, nous observons une tra inée (trypsine hydrolysée).

►  Nous pouvons donc certifier que notre trypsine a bien été hydrolysée , puisque nous
constatons des tâches nettement différentes (entre le dépôt 1 et le dépôt 2).

Comme pour le glutathion, la gélatine et la pepsine, si nous voulions connaître les acides
aminés constituants la pepsine, il faudrait trouver un éluant plus adapté à ce composé. 

Conclusion     : 

Ce protocole est bien approprié à plusieurs peptides.  Mais il  faut  tout  de même
adapter l'éluant au peptide que nous utilisons, afin de pouvoir distinguer les acides
aminés qui le composent.

Conclusion Générale     : 

Nous  pouvons  affirmer  que  le  meilleur  protocole  d'hydrolyse  des
peptides est  le  protocole  2 (trouvé sur  le  site  des olympiades de  la
chimie). Le temps total de ce TP (montage à reflux + filtration + CCM)
respecte les horaires d'enseignement (environ 1h30 + 50 min = ≈ 2h30),
il est donc tout à fait faisable dans le cadre d'un TP d'enseignement. 
La caséine reste le peptide le plus adapté pour ce protocole, car nous
n'avons pas besoin de changer l'éluant indiqué dans le protocole. 


