FICHE n°0 : LISTE DE MATERIEL DESTINEE AUX PROFESSEURS
ET AU PERSONNEL DE LABORATOIRE

SUJET : Chromatogfaphie sur couche mince et tests d’identification d’acides aminés
et protéines

Pour un poste de travail

. Chromatogramme (plaque recouverte d’un gel de silice) de taille suffisante pour 4 dépdts (4 cm par
8 cm mini).
e Cuve a chromatographie adaptée au chromatogramme (bécher couvert par un verre de montre ou une
boite de Pétri ...) dont I’atmosphére est saturée de vapeurs de solvant (sous hotte).
Le solvant (butan-1-ol : 3 volumes, acide ethanoi’que 1 volume, eau : 1 volume) est introduit dans la
cuve sur une hauteur maximale de 1 cm au moins 30 minutes avant le debut de I’épreuve.
4 capillaires ou micropipettes.
Solutions d’acides aminés a 5 g.L”!
- @ acide glutamique
- @ glycine
- @ arginine ‘
- @ mélange inconnu (acide glutamlque 5 gL' et arginine 5 g L")
Feutre
Gants
Lunettes
3 flacons notés A, Bet C
- A solution de protéine (20 mL)
- B : solution d’acide aminé (20 mL)
- C:eau(20mL)
Portoir avec 6 tubes 2 essais
e 20 mL de réactif de Biuret (flacon compte gouttes de solution d'hydroxyde de sodium a 20% + flacon
compte gouttes de solution de sulfate de cuivre & 1%) ou de Gornall en fonction de ’usage dans
I’établissement.
e 20 mL de ninhydrine (0,5 % dans éthanol)
e Pince a épiler
Seéche cheveux ou plaque chauffante

Pour huit postes de travail ( dépannage / secours )

Prévoir un poste de travail supplémentaire.
Numéroter clairement les postes de 1 a 8.
Essuie-tout

e Les chromatoplaques doivent étre réactivées au minimum 30 minutes avant le début de 1’épreuve a
I’étuve 4 105 °C.

Prévoir des capillaires de secours en nombre.

Etuve pour la révélation.

Ninhydrine en pulvérisateur sous la hotte ou sorbonne.

‘Bain-marie (60°C) + portoir 4 tubes & essai.

Consignes particuliéres

e L’élution prend un temps assez important, c’est pourqu01 on demandera aux €léves de.commencer par
la partie chimie. Les temps morts pourront étre mis a proﬁt pour commencer les mampulatlons de
microbiologie. -
Préciser, le cas échéant, la possibilité d’utiliser les séche-cheveux pour le séchage des dépots.
Une plaque en réserve développée au cas ol un candidat n’obtiendrait aucun résultat (celle du test par .
exemple). '

L’examinateur récupérera les chromatogrammes en fin d’épreuve.
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FICHE n°1 : ENONCE DESTINE AU CANDIDAT

SUJET : chromatographie sur couche mince et tests d’identification d’acides aminés
et protéines

I- But de la manipulation

Dans un 1% temps, il s’agit de séparer et d’identifier les constituants d’un mélange d’acides

aminés par chromatographie et dans un 2™ temps, d’identifier des solutions d’acide aminé ou de
protéine a I’aide de tests de caractérisation.

II- Manipulation
Les deux parties sont indépendantes

1" partie : chromatographie sur couche mince

Sous la hotte, vous disposez de cuves a chromatographie dont I’atmosphére est saturée de
vapeurs de solvant.

e Tracer, sur la plaque & chromatographie, au crayon graphite une ligne de dépdt a environ
1,5 cm du bord (c’est & dire au dessus de la surface libre du solvant) et repérer 4 points
réguliérement espacés pour les futurs dépdts.

e Inscrire au crayon graphite votre numéro de poste en haut a droite sur le gel de silice

I1! Appeler I’examinateur

o Effectuer a I’aide de capillaires les 4 dépdts dans I’ordre suivant :
@ acide glutamique
- @ glycine
- ©® mélange inconnu
- @ arginine
e Laisser sécher et renouveler 1’opération 2 fois.
Introduire la plaque dans la cuve et recouvrir la cuve.
e Laisser la migration s’effectuer jusqu’a ce que le front de solvant approche le bord supérieur
de la plaque.

11! Appeler I’examinateur lorsque la migration est terminée

e Sortir le chromatogramme.
e Faire sécher a I’air.

!! Appeler I’examinateur avant de pulvériser la ninhydrine

e Pulvériser (avec des gants et sous la hotte) la ninhydrine sur toute la surface du
chromatogramme.

e Porter a I’étuve 5 a 10 minutes.
Entourer les spots au crayon.

A la fin de I'épreuve, le chromatogramme sera remis a I’examinateur avec la Fiche n°2
complétée.
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2°™ partie : tests d’identification

Vous disposez de 3 flacons A, B et C contenant :
- Une solution protéique
- Une solution d’acide aminé
- Une solution de nature non protidique.

Réaliser sur un échantillon de chaque solution :
- un test & la ninhydrine : mélanger dans un tube a essai 1 mL de solution et 0,5 mL de
ninhydrine. Porter le tube au bain-marie pendant une minute a 60°C.
- un test de Biuret : mélanger dans un tube & essai 1 mL de solution et 5 gouttes
d'hydroxyde de sodium & 20 %, agiter et ajouter goutte a goutte une solution de sulfate de
cuivre a 1 %.

Compléter le tableau 3.3 de la Fiche n° 2 au fur et & mesure des observations.

1! Appeler I’examinateur J

II1- Exploitation de ’expérience

A T’aide des informations fournies sur la Fiche n°1, répondre sur la Fiche n°2.

Le candidat doit restituer ce document en sortant de la salle.

CCM ac aminés et protéine 2.doc 29/06/2006



FICHE n° 2 : DOCUMENT REPONSE DU CANDIDAT

SUJET : Chromatographie sur couche mince et tests d’identification d’acides aminés
et protéines

CANDIDAT N° Poste :
NOM :
PRENOM :

1- PRINCIPE

1 partie : chromatographie sur couche mince

1.1 Identifier la phase fixe et la phase mobile (1 pt)

1.2 Préciser le role de la phase mobile (1 pt)

1.3 Expliquer pourquoi les acides aminés présentent des migrations différentes (1 pt)

2°™ partie : tests d’identification
1.4 Indiquer quel type de composé est mis en évidence

- par le test & la ninhydrine (0,5 pt)

- par le test du Biuret (0,5 pt)

2- MODE OPERATOIRE

lére

partie : Chromatographie sur couche mince

Légender le schéma suivant (1,5 pt) :
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Donner la signification de d et D (0,5 pt)

3) CALCULS ET RESULTATS

1%¢ partie : Chromatographie sur couche mince

3.1.Calculer les rapports frontaux des différents acides aminés (1,5 pt)

3.2. Identifier, en justifiant, les acides aminés du mélange (0,5 pt)

2™ partie : tests d’identification

3.3. Compléter le tableau suivant en précisant si le test est positif (+) ou négatif (-)

A

B

C

Ninhydrine

Biuret

Interpréter en précisant le contenu de chaque flacon. (2 pts)

Le candidat doit restituer ce document et son chromatogramme en sortant de la salle
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Fiche 3 : grille d'évaluation

CANDIDAT
NOM :
PRENOM : Note /20 :
PARTIE ECRITE
Réponses attendues Criteres Pts | Candidat
1. Principe
1.1 Phase fixe : gel de silice 0,25 si confusion entre phase fixe et 0,5
Phase mobile : éluant ou solvant support 0,5
1.2 Entrainer les constituants de chaque | Mise en évidence de la notion de 1
solution migration ou d’entrainement
1.3 = de solubilité dans 1’éluant
ou Présence d’une des deux explications 1
# d’affinité avec la phase fixe
1.4 N.mhydrlne ZflCldeS aminés Exactitude 0,5
Biuret : protéines 0,5
2. Mode opératoire
Légendes (ligne de dépdt, front de 1,5
solvant, spot ...) Exactitude
det D: distances parcourues par 0,5
constituant et éluant
3. Résultats .
3.1 Calcul des Ry Exactitude 1,5
3.2 Ide.m‘lﬁcatlon acide glutamique et Exactitude 0.5
arginine
33 A B C
Ninhydrine + + - Qualité des justifications et cohérence 2
Biuret + - - avec les résultats expérimentaux
A = protéine B = acide aminé C = autre
Total 10
PARTIE PRATIQUE
Dépots Soin )
Migration Durée — Repérage du front 5
Chromatogramme Mesure d et D - Propreté - Soin 25
Tests d’identification Reperage des tubes — Quantité réactifs 2.5
Soin
Sécurité 2
Minoration pour aide des examinateurs (a leur | Maxi 2 points
initiative ou a la demande du candidat)
Total 10
Appréciation Générale :
CCM ac aminés et protéine 2.doc 29/06/2006




