i





Sébastien Bancquart
Chromatographie sur 
couches minces

Janvier 2004
Chromatographie sur couches minces
S.Bancquart

Janvier 2004

1Chromatographie sur couches minces


21.
Préparation de l'échantillon


32.
Dépôt sur la plaque d'analyse


32.1.
Choix du support


32.2.
Préconditionnement des plaques


52.3.
Dépôt de l'échantillon


62.4.
Techniques avancées


73.
Elution


73.1.
Choix de l'éluant


83.2.
Développement des plaques


93.3.
Techniques avancées


104.
Révélation


104.1.
Composés colorés


104.2.
Révélation aux U.V.


104.3.
Révélateurs chimiques


125.
Interprétation


125.1.
Facteur de rétention – Identification


125.2.
Analyse semi-quantitative


125.3.
Analyse chimique


125.4.
Couplage avec la spectroscopie


135.5.
Chromatographie préparative


136.
Dépannage




La chromatographie sur couches minces (CCM) est une technique de séparation qui, malgré ses performances bien en deçà de techniques telles l'HPLC ou même la CPG, reste fortement utilisée en laboratoire.

En effet, cette technique allie la simplicité, la rapidité et un faible prix de revient. Une analyse de routine est en effet effectuée en quelques minutes tandis que la mise au point d'une nouvelle méthode d'analyse ne prendra tout au plus que quelques heures.

Le principe général de cette technique est le suivant : l'échantillon à analyser est déposé sur une plaque rigide recouverte d'un élément adsorbant (souvent de la silice). Le bas de la plaque est trempé dans un solvant qui, par capillarité, va grimper le long de la plaque. Selon leur affinité avec le solvant et l'adsorbant, les constituants du mélange vont migrer plus ou moins rapidement et vont donc être ainsi séparés.

La CCM est généralement une technique comparative : nous déterminons en effet la composition d'un mélange par comparaison avec des composés purs ou des mélanges connus. Elle peut aussi servir comme  technique d'analyse, comme nous le verrons dans le paragraphe traitant de la révélation. Enfin, elle peut permettre l'isolation de quelques milligrammes de produit ou d'une impureté à fin d'analyse plus poussée (RMN ou spectro de masse).

Une analyse par CCM est réalisée en suivant les étapes suivantes :

· Préparation de l'échantillon

· Dépôt sur la plaque d'analyse

· Elution

· Révélation

· Interprétation

1.  Préparation de l'échantillon
L'échantillon à analyser n'a pas à subir de traitement particulier. Les échantillons solides seront dissous dans un solvant. Les échantillons liquides pourront éventuellement être dilués si nécessaire mais peuvent parfois être analysés tels quels.

Le solvant utilisé pour la dissolution/dilution doit être volatil et n'est pas nécessairement le même que celui utilisé lors de l'analyse. Sa miscibilité avec ce dernier n'est même pas nécessaire.

En pratique, le dichlorométhane, l'acétone ou le NAPPAR 6 sont utilisés, selon la solubilité des produits analysés.

La dilution des échantillons est un facteur d'ajustement de la méthode. Un échantillon trop concentré donnera des taches de grande taille, pouvant se chevaucher, et donc rendant l'analyse plus difficile. De plus, des phénomènes de saturation font que le facteur de rétention (voir paragraphe 5.1 page 12) peut se trouver modifier. A l'inverse, un échantillon trop dilué rendra invisible les impuretés en trop faible quantité. 

Une règle empirique dit que les méthodes de CCM permettent la détection de substances jusqu'à 1 ppm. Toute dilution entraînant des concentrations plus faibles rendra la substance concernée indétectable ou de manière peu fiable. Les échantillons sont généralement dilués à 1 ou 2 % dans le solvant.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
2. Dépôt sur la plaque d'analyse

2.1. Choix du support
Nous ne parlerons ici que des supports préfabriqués, commerciaux. Il est en effet possible de créer soi-même son support, mais vu la qualité et la diversité des supports présents dans le commerce, qui permettent de couvrir l'ensemble des séparations habituellement recherchées, l'achat de plaques prêtes à l'emploi est la technique la plus répandue.
La silice est le support le plus répandu. Typiquement, on utilise de la Silice 60 (c'est-à-dire de la silice poreuse dont le diamètre moyen des pores est de 60 Å, soit 6 nm). L'épaisseur standard de la couche de silice est de 0,5 mm (les plaques plus épaisses sont destinées à la CCM préparative, voir paragraphe 5.5 page 13).

La silice couvre environ 80% des analyses effectuées en CCM. L'alumine arrive en seconde position, avec environ 15% des analyses. Elle est utilisée essentiellement pour la séparation de composés basiques.

Pour les composés extrêmement polaires, une séparation plus efficace est réalisée sur une silice greffée (C18-modified silica).
Enfin, d'autres supports existent, mais sont plus anecdotiques (Kieselguhr, polyamides, cellulose,...). Le tableau suivant donne quelques exemples d'application.

	Phase fixe
	Applications

	Silice
	La plupart des applications courantes

	Silice imprégnée de sulfate d'ammonium
	tensioactifs, corps gras

	C18-modified silica
	aminophenols, barbiturates, nucléobases, stéroïdes, phtalates

	Alumine
	Alcaloïdes, stéroïdes, terpènes, amines


La plupart des plaques disponibles dans le commerce peuvent être imprégnées d'indicateurs fluorescents, visibles sous lumière ultraviolette. Ces indicateurs peuvent être utiles lors de la révélation (voir le paragraphe 4.2 page 10).
2.2. Préconditionnement des plaques

Les plaques de silice pour CCM sont préparées par cuisson au four à haute température et sont donc anhydres lorsqu'elles sont emballées. Au contact de l'air, elles s'hydratent en quelques minutes. Dans des conditions d'humidité habituelles (40 à 50% d'humidité), les plaques se chargent à environ 13% d'humidité. Les plaques sont conçues pour être efficaces à ce taux d'humidité, il n'y a donc pas lieu de se soucier de cette hydratation.

Cependant, lorsque les plaques sont exposées à une atmosphère particulièrement humide, ou pour des applications spécifiques, elles doivent être préalablement séchées. Ce séchage peut être effectué par chauffage à 110°C en étuve pendant une heure environ. Si les plaques doivent être gardées parfaitement sèches après cette opération, elles seront alors recouvertes d'une plaque de verre, ne laissant à l'air libre que la zone où sera déposé l'échantillon à analyser.

A noter : les alumines sont nettement plus sensibles à ces phénomènes d'hydratation que les silices.

Pour des applications de haute précision (analyse quantitative), on peut être amené à laver les plaques. Ceci est obtenu par prédéveloppement des plaques dans un solvant de polarité moindre que l'éluant, avec si nécessaire 1 à 5% d'ammoniaque. La plaque est ensuite séchée à 110°C en étuve pendant une heure.

Enfin, pour une reproductibilité optimale, il est conseillé (pour les analyses les plus sensibles uniquement. Il n'est pas nécessaire d'effectuer ces opérations en routine) d'effectuer un préconditionnement spécifique après dépôt de l'échantillon et avant analyse :

· pour des solvants très polaires, ou aqueux : la plaque est présaturée en solvant en la plaçant dans une enceinte fermée contenant le solvant d'élution (attention : la plaque ne doit pas toucher le solvant : nous ne sommes pas encore à la phase d'élution !). Certaines cuves pour CCM permettent d'effectuer le préconditionnement et la révélation dans la même cuve, grâce à un système de compartiment.
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· pour des solvants moyennement polaires : pas de préconditionnement.

· Pour des solvants apolaires ou peu polaires : préconditionnement par saturation dans une enceinte d'humidité contrôlée. L'humidité de l'enceinte peut être contrôlée en utilisant un mélange H2O/H2SO4 déterminé.

	% H2SO4 (poids)
	Humidité relative
	Composition : eau + H2SO4 pur

	30
	72
	500
	137

	36
	65
	500
	169

	39,6
	58
	500
	197

	44
	47
	500
	250

	247
	42
	500
	286

	53
	32
	500
	339

	62
	18
	472
	500

	65
	14
	395
	500

	70
	9
	300
	500


Attention, dans ce tableau,  l'acide sulfurique utilisé est l'acide sulfurique 100%. La réaction est fortement exothermique.
2.3. Dépôt de l'échantillon

L'échantillon est déposé sur la plaque d'analyse à environ 1 centimètre du bas. Lorsque plusieurs échantillons doivent être analysés simultanément (ou un échantillon et une ou plusieurs références), leur alignement est amélioré en traçant une ligne horizontale à 1 cm du bord à l'aide d'un crayon à papier. Ne SURTOUT pas utiliser de stylo à encre, qui migrerait en même temps que les produits à analyser, et tracer cette ligne précautionneusement afin de ne pas abîmer la surface de la plaque.

Afin d'éviter tout effet de bord, les échantillons devront être espacés d'au moins 5 millimètres, et ne pas se trouver à moins d'un centimètre de l'extrémité de la plaque.

Les échantillons sont déposés à l'aide d'une micropipette ou d'un tube capillaire. Ce dernier sera rincé trois fois avec la solution à analyser : plonger le capillaire dans la solution jusqu'à ce que le liquide le remplisse. Déposer le capillaire sur une plaque CCM ou sur un morceau de papier absorbant. Répéter trois fois l'opération. Une fois le capillaire bien rincé, on le remplit de nouveau et on pose son extrémité délicatement sur la plaque CCM : le capillaire va se vider, déposant la substance sur la plaque. Il est important de bien garder le capillaire vertical et de ne pas appuyer fortement sur la plaque (risque d'abîmer le dépôt).

Nous déposons ainsi un volume de l'ordre de quelques microlitres. Il est important pour la reproductibilité que les volumes déposés soient toujours identiques.

Les solutions trop concentrées seront visqueuses et ne pourront pas être prélevées facilement à l'aide d'un capillaire. Il convient alors de diluer plus fortement les solutions et de compenser par un dépôt plus important. Celui-ci ne sera pas réalisé à partir d'un volume plus grand, mais par plusieurs dépôts successifs au même endroit. Cependant, afin d'éviter une prédiffusion de la tache (qui entraînerait un élargissement de cette dernière), la plaque sera séchée entre deux applications.
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2.4. Techniques avancées

Il existe dans le commerce des supports prédimentionnés permettant l'application à des distances régulières de l'échantillon. Ces petits supports sont une aide au chimiste mais ne changent en rien la technique elle-même.
Pour un prix nettement plus élevé, des systèmes entièrement automatisés permettent un prélèvement et un dépôt de grande homogénéité et de reproductibilité nettement supérieure à ce qui est faisable à la main. Le prix de ces installations les cantonne à des applications de haute précision.

Plus abordable et au moins aussi utiles, des plaques CCM avec une zone de préconcentration sont disponibles dans le commerce : le bas de ces plaques n'est pas recouvert de la même phase adsorbante que le reste de la plaque, mais de Kieselguhr
. Les dépôts effectués sur cette zone vont migrer très rapidement pour former une bande mince en frontière entre les deux zones, ce qui va, d'une part, diminuer la variation due à la position des dépots sur la plaque, et d'autre part, augmenter la résolution.
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3. Elution

3.1. Choix de l'éluant
Il est évident que la nature de l'éluant influera beaucoup sur les résultats de l'analyse. D'une manière générale, plus l'éluant est polaire, plus les composés migrent haut. Le choix de l'éluant se ramène donc à trouver l'éluant (ou plus généralement le mélange d'éluants) qui va permettre une migration optimale. La meilleure séparation a lieu pour un Rf égal à 0,3 (voir paragraphe 5.1 page 12).
Le mélange de solvants utilisé pour la séparation doit être le plus simple possible, et comprendra au maximum : 

· un mélange de deux solvants, éventuellement d'un solvant et d'eau.

· Un tampon, permettant de fixer les composés à analyser dans la forme acidobasique nous intéressant. 

Rôle du tampon : lorsqu'une substance peut changer d'état acidobasique, il est rare que les formes acide et basique interagissent de la même manière avec l'éluant et la phase fixe. De ce fait, les deux formes ont tendance à migrer à des hauteurs différentes. Ainsi, un composé qui aura tendance à changer d'état lors de la migration verra sa tâche augmenter considérablement de taille.
Un mélange ainsi constitué sera plus efficace qu'un mélange complexe de 4 ou 5 solvants, puisqu'il sera plus facilement reproductible (notamment par le fait des faibles quantités de solvant nécessaires).
Il est connu que plus un solvant est polaire, plus il fait migrer haut les composés analysés. De même, plus un composé est polaire, plus il migre bas.

Une méthode-type pour déterminer l'éluant idéal est de tester quelques solvants-type en gardant cette propriété en tête. Une fois la polarité idéale encadrée par deux solvants, on affine la séparation en effectuant des mélanges de ces deux solvants. En pratique, un mélange de solvants a en effet une polarité intermédiaire entre celle des deux solvants purs, cette solubilité variant de manière continue en fonction du pourcentage des deux constituants du mélange.

Le tableau ci-dessous rappelle les principaux solvants utilisables au laboratoire, ainsi que les principales fonctions organiques.

	Alcanes 
	Les moins polaires,

	Alcènes
	Migrant donc le plus

	Ethers
	

	Hydrocarbures halogénés
	

	Aromatiques
	

	Aldéhydes et cétones
	

	Esters
	

	Alcools
	

	Amines
	Migrant le moins,

	Acides carboxyliques
	les plus polaires


	Nappar, Heptane 
	Les moins polaires

	Toluène 
	faisant donc migrer le moins

	Dichlorométhane
	

	Ether
	

	Acétate d'éthyle
	

	Acétone
	

	Ethanol 
	font le plus migrer :

	Eau 
	le plus polaire


Une astuce intéressante : il n'est pas nécessaire de révéler totalement une plaque pour trouver l'éluant idéal. Une méthode plus rapide consiste à déposer un peu de la solution à analyser, puis de laisser tomber une goutte de solvant au même endroit : en s'étalant, l'éluant va entraîner les composés à séparer, qui vont migrer en formant des cercles concentriques. Lorsque les cercles concentriques sont bien séparés, l'éluant est bon. Si le produit ne migre pas, l'éluant n'est pas assez polaire. Enfin, si le produit migre trop et que les cercles ne se séparent pas, l'éluant est trop polaire.

Dans les cas où l'on ne parvient pas à séparer les taches que l'on cherche à caractériser, il peut être nécessaire de changer de support (voir le paragraphe 2.1 page 3) ou d'effectuer une CCM 2D (paragraphe 3.3 page 9).
Un dernier point : il est indispensable que l'éluant choisi soit capable de solubiliser les substances à analyser, faute de quoi ces dernières resteront à leur point de départ.

3.2. Développement des plaques

Le développement s'effectue dans une cuve, dite chambre linéaire. C'est simplement un récipient fermé, aux dimensions compatibles avec la taille des plaques CCM, au fond duquel on a versé un peu d'éluant.

La plaque CCM est posée verticalement dans cette cuve, le bas de la plaque plongeant dans le solvant. Il est impératif que la ligne où l'on a déposé les échantillons soit au dessus du niveau du liquide.

L'éluant s'élève alors par capillarité, entraînant les différents constituants du mélange à analyser, qui vont migrer plus ou moins loin et donc être séparés.
Il est recommandé de laisser migrer le front de solvant à environ 75% de la hauteur de la plaque.

Pour obtenir des chromatogrammes parfaitement reproductibles, la cuve doit être saturée en vapeur de solvant. Nous devons donc introduire le solvant dans la cuve quelques minutes avant d'introduire la plaque CCM. La cuve reste, bien entendu, fermée pendant ce temps. Mieux, pour améliorer la saturation, la cuve peut être tapissée par un papier filtre, papier buvard, ou tout autre papier absorbant, imprégné de l'éluant.

3.3. Techniques avancées

Certaines séparations sont difficiles et donnent peu de résultats en CCM classique. Il peut être intéressant d'améliorer cette séparation par des élutions successives :

La plaque est développée de manière classique avec un éluant faisant migrer une partie des produits et gardant quelques produits en bas de plaque. Une fois les données de cette analyse exploitées, la même plaque est séchée, puis développée à nouveau à l'aide d'un éluant plus polaire.
Une technique similaire, mais nettement plus puissante, est la chromatographie sur couche minces en deux dimensions (CCM 2D) :

Un seul échantillon est disposé dans un coin de la plaque. Cette plaque est développée une première fois, séchée, tournée de 90 degrés, puis développée une seconde fois avec un autre éluant.
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Les taches représentatives de chaque constituant du mélange ne sont plus réparties sur une ligne mais sur l'ensemble de la plaque, ce qui permet, si les éluants sont judicieusement choisis, une séparation plus importante et donc une analyse plus poussée.

Cette technique est notamment intéressante dans le cas de composés sensibles au pH : le mélange est élué une première fois avec un éluant acide, puis avec un éluant basique. C'est une technique très classique dans le cas de composés de type aminoacides, aminoalcools, peptides et autres.

Lorsque le Rf est faible, et difficilement améliorable, une technique employable est la chromatographie circulaire. Dans cette technique, l'échantillon est placé au centre de la plaque. Du solvant est lentement amené au centre, là où l'échantillon a été déposé. L'élution sépare les composés sous forme de cercles concentriques. 

L'intérêt de cette méthode tient au fait que le Rflinéaire est égal au carré du Rfcirculaire, ce qui permet d'augmenter cette valeur et d'améliorer la séparation.
4. Révélation

4.1. Composés colorés
Les composés et impuretés colorés donnent des taches visibles à l'œil nu sur la plaque développée. Il suffit alors de pointer au crayon de bois leur centre pour permettre un calcul plus facile du Rf.

Il est recommandé de marquer le contour des taches au crayon de bois si les plaques sont destinées à être conservées. Les taches ont en effet tendance à s'effacer avec le temps.

4.2. Révélation aux U.V.

La plupart des composés invisibles à l'œil nu absorbent dans l'U.V. On peut utiliser cette propriété pour les visualiser sous une lampe U.V. grâce aux révélateurs contenus dans les plaques CCM.

En effet, la grande majorité des plaques disponibles dans le commerce sont imprégnées d'une substance fluorescente à 254 nm (couleur verte) ou 366 nm (couleur bleue. Attention, cette dernière est fragile et est détruite par les acides). En plaçant la plaque sous une lampe U.V. adaptée, la plaque se colore de vert ou de bleu, sauf aux endroits où elle est masquée par les substances à analyser. Il suffit alors de cercler les taches et de les marquer comme précédemment.

Certaines substances chimiques, notamment des aromatiques polysubstitués ou des polyaromatiques, sont eux-même phosphorescents, et seront visibles sous forme de tache lumineuse (généralement de couleur bleu à vert) une fois placés sous la lampe U.V.

4.3. Révélateurs chimiques

De nombreux indicateurs chimiques sont disponibles dans le commerce, permettant de révéler différentes fonctions organiques par des taches de couleur.

Ces réactifs sont à dissoudre en solution aqueuse ou alcoolique, à concentration de l'ordre de 1%, et sont pulvérisés sur la plaque.

A défaut de pulvérisation, la plaque peut être uniformément recouverte d'une faible couche de cette solution. On perd néanmoins en précision (risque d'entraînement des composés par la couche de liquide, élargissement des taches).

La plaque est ensuite séchée, parfois révélée à plus haute température.

Ci-dessous, une liste non exhaustive des indicateurs courants

4.3.1. Iode

L'iode est faiblement soluble dans l'eau. Le réactif est un mélange équimolaire d'iode et d'iodure de potassium, en solution à 1% dans l'eau.

L'iode a tendance à se fixer très rapidement sur les doubles liaisons, et forme à froid des complexes de couleur marron avec les alcènes. La même réaction peut avoir lieu avec certaines cétones ou imines, mais pas avec des aromatiques.

L'excès d'iode est éliminé par sublimation (une heure à l'étuve à 50°C suffit généralement).
Une autre méthode consiste à placer quelques cristaux d'iode dans une chambre fermée, puis à placer la plaque dans cette chambre, an contact avec les vapeurs d'iode dégagées.
4.3.2. Vert de Bromocrésol

Le vert de bromocrésol est un indicateur acidobasique .

Les acides sont visualisés par des taches jaunes sur un fond bleu.
4.3.3. Ninhydrine

La Ninhydrine révèle les amines par des taches rouges. Les acides aminés se colorent en violet. D'autres composés azotés (amides, diazos, certains nitriles, imines,…) donnent des colorations assez variées.

La ninhydrine se révèle par chauffage à 110°C en étuve

4.3.4. 2,4-Dinitrophénylhydrazine (DNPH)

La DNPH colore en jaune ou orange les aldéhydes et les cétones. Réagit parfois avec certaines imines.
4.3.5. Nitrate d'argent / peroxyde d'hydrogène

Ce mélange visualise les composés organiques halogénés. 

Une fois le réactif pulvérisé, irradier aux U.V. jusqu'à obtention d'un bon contraste.

La solution réactive ne se conserve pas. A repréparer à chaque utilisation.

5. Interprétation
5.1. Facteur de rétention – Identification
Le facteur de rétention, aussi appelé rapport frontal, noté Rf, est le rapport entre la hauteur atteinte par une tache et la hauteur du front de solvant. Cette valeur est caractéristique de la substance étudiée, des conditions d'analyse (plaque utilisée, éluant).

Cette valeur n'est pas influencée par la hauteur totale atteinte par le front de solvant.

Elle est peu influencée par la concentration des substances, à condition qu'on ne sature pas la plaque.

L'identification d'une tache est généralement effectuée par rapport à un témoin : un produit connu est analysé dans les mêmes conditions. Une tache sera constituée de ce composé si les f sont identiques ET si les deux taches réagissent de la même façon aux tests caractéristiques (irradiation U.V. et tests chimiques).

Il est intéressant de noter que la meilleure séparation est obtenue pour des Rf de l'ordre de 0,3, et non pas pour des Rf élevés, comme on aurait pu instinctivement imaginer.

Pour mémoire, un composé a un Rf d'autant plus faible qu'il est plus polaire. Un composé voit son Rf augmenter lorsqu'il est élué avec un solvant plus polaire
5.2. Analyse semi-quantitative

L'analyse semi-quantitative est réalisable au laboratoire : l'échantillon n'est pas comparé à une seule référence mais à une série de références, de concentrations connues. La taille de la tache est directement liée à la concentration, donc une comparaison de la taille de la tache analysée et de la taille des taches témoin permettent d'apprécier sa concentration.

Cette analyse ne peut être effectuée correctement que si les volumes déposés sont identiques.

A noter enfin que le diamètre des taches est proportionnel au logarithme de la concentration, sous réserve que l'on soit en dessous de la saturation de la plaque.
5.3. Analyse chimique

Evidemment, la CCM ne permet pas directement une analyse chimique comme pourraient le permettre des analyses du type HPLC-MS, par exemple.

Néanmoins, il est possible de tirer des informations structurelles de la CCM.

Ainsi, si on  se souvient de l'ordre de polarité des fonctions organiques, on peut souvent tirer des conclusions sur une série d'analogues (voir le tableau page 7).

De même, l'action des révélateurs (chapitre 4.3 page 10) peut nous renseigner sur la structure des éléments observés. Par exemple, un composé donnant une tache rouge à la ninhydrine et jaune au vert de bromocrésol est vraisemblablement un acide aminé.
5.4. Couplage avec la spectroscopie

Moyennant un appareillage plus coûteux, il est possible de coupler la CCM à une analyse spectroscopique (infrarouge ou UV, généralement). L'appareil scanne alors la surface de la plaque et intègre un chromatogramme comparable à ce que l'on obtient en HPLC (moins précis, néanmoins).

De plus, cette technique permet d'analyser la composition de chaque tache, ou de l'identifier de manière inéquivoque par rapport à une référence, par comparaison des spectres.

Enfin, via les techniques de CCM préparative (voir ci-dessous), des analyses de type SM ou RMN sont envisageables.
5.5. Chromatographie préparative

Cette technique permet de récupérer les substances contenues dans les taches séparées par CCM, afin de poursuivre par une analyse de type RMN ou spectroscopie de masse. La méthode ne permet pas de récupérer de grandes quantités de réactif, mais suffisamment pour une analyse de ce type.
On utilise pour ce faire des plaques de plus grande épaisseur, capables d'adsorber plus de produit. Au lieu de déposer quelques microlitres de solution, on dépose une ligne horizontale complète à la pipette Pasteur. 

Une fois la révélation effectuée, la plaque est grattée au niveau de la tache à analyser. La silice ainsi récupérée est extraite avec un solvant permettant la récupération du produit à analyser (éventuellement, utiliser un extracteur de Soxchlet).

On évapore alors le solvant pour recueillir quelques milligrammes de  notre produit, de bonne pureté, qui peut alors être identifié par une technique adaptée.
6. Dépannage
Tout ne se passe pas toujours comme prévu. Voici quelques pistes pour dépanner une analyse ratée.

Le composé forme une traînée à la place d'une tache.
L'échantillon est trop concentré. Diluer la solution à analyser, puis réeffectuer l'analyse.

Il est aussi possible que l'échantillon contienne trop de substances différentes, que l'on n'arrive pas à séparer.

Enfin, la synthèse ne s'est peut-être pas passée comme prévu.

Le composé forme un croissant tourné vers le haut.
Ce comportement est souvent rencontré avec des composés ayant des fonctions acides (acide carboxylique) ou basique (amines). Ajouter dans la solution un peu d'ammoniaque (cas des bases) ou d'acide acétique (cas des acides) pour obtenir des plaques nettes.

Le composé forme un croissant tourné vers le bas.
L'éluant a été perturbé durant  la révélation. Recommencer, en laissant la cuve au repos pendant l'élution

Le front de solvant est irrégulier.
Soit la plaque a été abîmée, soit elle a été éclaboussée lors de son introduction. Recommencer l'analyse.

De nombreuses taches aléatoires apparaissent sur la plaque.
La plaque a été contaminée par un agent organique extérieur. Cela peut arriver facilement si la plaque est posée sur la surface de travail avant utilisation.

Pas de tache observée.
Peut-être que la solution est trop diluée. Essayer de concentrer plus, ou, si c'est impossible, de faire plusieurs dépôts successifs.

Essayer une révélation aux U.V. ou avec des révélateurs chimiques, la sensibilité est souvent meilleurs.

Si le niveau de solvant a dépassé le dépôt, au moment où la plaque a été déposée dans la cuve, il a pu dissoudre le composé à analyser.

Enfin, peut-être que la synthèse a échoué…

Un halo bleu recouvre la plaque.
Vous avez utilisé un stylo bille ou un marqueur à la place d'un crayon de bois pour marquer l'origine…

      Bon                        Pas bon                  Pas bon                Pas bon
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Préconditionnement                                                                       Révélation





Séparation de huit composés par deux révélations successives (CCM 2D)








� Le Kieselguhr, aussi appelé Silice Diatomée, est une silice très peu poreuse, résidus d'animaux microscopiques, les diatomées, qui vivaient au fond des océans lors de la préhistoire. Cette silice est connue pour n'avoir que très peu d'interactions avec les composés organiques.





