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: Généralités
- définitions, vocabulaire, grandeurs

chromatographiques, classification des
techniques chromatographiques...

. Chromatographie en Phase Gazeuse

« CPG »

. Chromatographie Liquide Haute
Performance « HPLC »

. Analyses quantitatives



|: Aspects géeneraux

La chromatographie est une

methode destinée a separer les constituants
d'un melange (ou solute) en les distribuant entre
deux phases: une phase stationnaire (PS) et

une phase mobile (PM) non miscibles.

Le systeme chromatographique est I'ensemble

(PS, PM, solutés)
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- Découverte par M. Tswett vers 1906, lors de la
séparation de pigments d’'épinard sur une colonne en

CaCo,
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Observation de couleur— séparation
Le mot chromatographie vient du grec:
Khroma= couleur; Graphein= écrire



1952 : Premiére chromatographie gazeuse

(MARTIN et JAMES)
1967 : Début de la chromatographie liquide haute

performance (HUBER et HUZSMAN)



i P Rt | i i : .
Mij:nr — — IfMpchayr - |I || .
I II |l|
Cul=mm ~ LR

[S,] ==—= I[5]

(phasze mohbile) (phasze staticnnaire)




Soluté: toute substance, constituant d'un
melange, separee par chromatographie.
Phase mobile PM: le vecteur, liquide ou

gazeux, qui deplace le soluté.

Phase stationnaire PS: le produit qui, par ses
affinités avec les soluteés, va permettre leur

separation quand la phase mobile les déplace.



Support: Un substrat inerte qui porte la
phase stationnaire.

Colonne chromatographique: tube de
diametre et longueur variable, en verre, metal ou
autre substance, a l'intérieur duquel s’operent

les separations chromatographiques.
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* Valeurs de réetention: toutes données qui
permettent de chiffrer I'action spéecifique de la
PS sur le soluté, au cours de I'analyse

(temps de retention, volume de rétention...).

Chromatogramme: 'ensemble des réponses
successives du détecteur, au cours de

I’élution des solutés hors de la colonne.



I-5— Classement des techniques
chromatographiques

I-5—1- Classement selon la nature des
phases et processus mis en jeu

Phase Phase Méthode
Mobile Stationnaire Chromatographique
Gaz Solide C.G.S
Gaz Liquide C.G.L
Liquide Solide C.L.S

Liquide Liquide C.L.L



Mécanismes

Adsorption
Partition
Echanges d’'ions
Perméations

Méthodes
Chromatographiques

C.G.SetC.LS
C.GLetC.L.L
C.LS
C.LS



|-5— 2 — Classement selon les techniques
operatoires

Chromatographie sur couche mince ou sur
papier,
Chromatographie sur colonne;

Chromatographie par permeéation de gel ou

d’exclusion (polyméres);
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I- 6- I-Forme des pics en chromatographie
On assimile les pics en chromatographie a une

courbe de Gauss d’équation: 1 L’
¥ O
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Figure 1: Profil des pics chromatographiques



Ces pics seront caractérisés par: o,

1- Ecart-type o: correspond a la moitié de la largeur

du pic mesuré a 60,6% de sa hauteur.
2-Variance = 02
3-Largeur a mi-hauteur 8: mesurée a h/2.

0 =2,35 0.
4- La "base" du pic w.
Cette base est extrapolée par des tangentes aux
deux branches et passant par les points d'inflexion
de la courbe de Gauss.

onaw=40=1,70.
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| -6 - 2- Comment améliorer une séparation _.uwce=

en chromatographie?

Figure 2: Séparations entre 2 pics en chromatographie
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Deux possibilités: S
1- augmenter la difféerence de temps de retention
entre les 2 pics (largeur de pic constante)

N

2- diminuer la largeur des pics (temps de rétention
constant)—

En pratique, on peut jouer a la fois sur ces 2
parametres pour ameliorer une séparation.

Donc, deux parametres s'averent primordiaux en

chromatographie, la retention et la forme du pic.



I-6-3-1- temps de rétention t.: temps ecoule entre
le début de l'injection et |la sortie du produit.

t. dépend du produit S et des conditions
expérimentales (colonne, température, debit de

phase mobile etc.)

I-6-3-2- volume de rétention V, : correspond au
volume de phase mobile nécessaire pour €luer un

produit S.



Si le debit D de la phase mobile est constant:
V.=t *D

[-6-3-3- temps mort { ;. temps que met la phase
mobile pour traverser la colonne

Ona: u=LIJ/t,

u= vitesse lineaire de la PM, L= longueur de colonne

En CPG, t = temps de l'air ou du méthane.



I-6-3-4- volume mort V_ : Volume occupé par la
phase mobile dans la colonne: V=t _*D
V., ne dépend que de la geometrie et du remplissage

de la colonne (volume interstitiel accessible)

1-6-3-5- volume et temps de rétention réduits:
Volume de rétention reduit: V.=V, -V _

De la méme facon, on définit un temps de rétention
reduit t'.:
t' =t -t
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|-6-3-6- Facteur de rétention (ou de capacite

Le facteur de retention k' pour un produit donné est

défini comme suit:

Vi Vi _ Vi colement 1 T T
AT ou égalemen k= T

Ce qui donne :
V. =V (1+Kk’) ett =t (1+Kk’)

k’ est accessible a partir du chromatogramme.
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|-6-3-7:Facteur de séparation ou sélectivité
Soit I'analyse d’'un mélange de deux composes A
et B qui donne le chromatogramme suivant:

t(B=27,2 mn

-y =

|i—_,|'j,_Z—h—

— t(AY

A =3 dimn B

Jraagap tp EUETS

2

-t

R e L T

=17 mn We=1,9 mn

Tl
_\_h'_
B

T
'

' TE:ﬂllps B T

Figure 5. Chromatogramme d‘'un mélange de 2 produits A
et B sur une colonne CPG remplie de 3 m
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Le facteur de séparation (ou sélectivité) est:

Ce facteur rend compte de la "proximité" des pics sans

tenir compte de leur forme.
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1-6-4-1: Facteur de résolution.

Par convention le facteur de résolution R des 2 pics

A et B de la figure 5, s'écrit:

¢ t, —t, AZ
R =2(—F ) = 2(— ) = 2( )
w, + 0 , @, + 0O, @, + 0O,

'
_trA

Si on fait apparditre la largeur a mi-hauteur 8, on a

R = 1,18 (o~ lu
O, + 0,



Contrairement a a le terme R prend en compte ',
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la forme des pics et leur recouvrement éventuel.
A B A B 4 B A B
B A { | { | t
R=0,6 M AA Alé\

Pour o, # g, on a la relation de

%
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I-6-5-1- Modele des plateaux théoriques

Assimilation d’'une colonne de chromatographie a

une colonne a distiller pour essayer d’expliquer la

forme des pics:

] M oplatesn theorigues

o cRlatga ()
U Plamm {EE




I-6-5-2- Nombre de plateaux théoriques

Le nombre de plateaux théoriques N de la colonne
mesure son efficacité

No?=(t,)?
'efficacité d'une colonne est son aptitude a donner

des pics fins (o petit) donc N éleve.

Les fabriguant donnent toujours dans les

specifications le nombre de plateaux théoriques N
N:



Formule utilisant la largeur a la base w du pic
=1 E:((’ }Z
I}

Formule utilisant la largeur a mi hauteur & du pic

:-4=5,54%F

Formule utilisant la hauteur h, et I'aire A du pic

R e
N_lf{ A]

(@, 3, h,, A et tr doivent 2tre exprimés dans la
meme unité).




1-6-5-3- Hauteur équivalente a un plateau
Théorique: HEPT

HEPT= L/N

avec L = longueur de la colonne

N= nombre de plateau théorique

Elle permet de comparer des colonnes de

longueurs différentes
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I-7: Mécanisme d'élargissement d'un pic
chromatographique

Expression de I'équation :

HEPT=A+B/ U+ C.G

ou U est la vitesse moyenne de la phase mobile (cm/s)

Trois facteurs, représentes par ces 3 termes,

contribuent a I'élargissement des pics:
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Suivant la taille et la forme des particules, ils existent
pour la phase mobile, plusieurs trajets possibles

— elargissement des pics

II"rl --.|.|:I:-_. Tl — - .. ' W

n]® *; 'ﬁ:i- .y |_'||l'.. i:il. -|l

-:I.FJ-,'.'.-'__-H iy "'l-l-;i_.* w S
-

s = me bk i -'l"].' ..I-l.

La contribution de A est nulle pour une colonne

capillaire de CPG.
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Le terme B/u traduit la dispersion du soluté a cause

de sa diffusion dans la colonne.

Par exemple, dans un flux liquide, les molécules au
centre du flux progressent plus vite que celles qui

sont sur les bords au contact des particules
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Le terme C*u représente la résistance au transfert
du solute entre les phases mobiles et stationnaires,
cette resistance empéche l'etablissement de
I'equilibre entre S(pm) et S(ps).

En définitif:

— les colonnes les plus efficaces seront celles

regulierement remplies et bien tassees ou le

diametre des particules est le plus faible possible
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LdHH

Comthe de Van Deemter
H=4&+Bh+C*n

L H=C#*n
H=BEmn

| 1 optireal R

Vitesse moyenne 1 de la phase mobile

. Existence d'un débit optimal de
phase mobile pour lequel I'efficacité de la colonne

est maximale (HEPT minimum).
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II: Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

lI-1 -Description d’un chromatographe

“r_l_q_,_“ |]l.||.'l.||.'l.|| DIF
T T S [LTTR1 5 |]l.'|.lil.__
[ -1 I ;.Fq'u-_hl—i
||| :

. ||.-.||
i I, Ik

: A culvnie: I

L baiaalran
ht PR LY [LIT] i At
yus piann OIF

Fig.1 : schéma genéral d'un chromatographe en phase
gazeuse couplé a un deétecteur a ionisation de flamme.
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Il existe deux types de colonnes :

- colonnes remplies (L=1a3 m,d, = 1 a6 mm);

- colonnes capillaires (L= 15a 100 m,d. =0,1 a

0,35 mm).

granules de support
tube en acier imprégnées de
ou en verre phase stationnaire

,2 mm

Fig.2 : Colonne remplie

couche
de polyimide silice fondue

Lo’
T
0,25 mm

¥

phase stationnaire

Fig.3 : Colonne capillaire.
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Les phases les plus répandues sont les polymeres

siliconés derives du diméthyl polysiloxane

=
3 Il Gk, SIE
4, CF ai, v s
| ! . | i .S, |7
I e T PO e TR I
I 1 - g I, 1 | | e
" S I E 4, o ]

Phase stationnaire dérivée du diméthyl polysiloxane.

Si R= CH4; — colonne complétement
separation des produits suivant leur point d'ébullition
(noms commerciaux : DB-1, OV1, SE-30...)



Si R= Phenyle (avec 5%) — on a la colonne la plus
utilisée en CPG, elle est répertoriée sous les noms
commerciaux: DB5, CPsil5, OVS...

Si on incorpore un substituant cyanopropyle
(R=-CH2-CH2-CH2-CN) la augmente
beaucoup (a cause du fort moment dipolaire du

groupe -CN) — Ce sont les phases DB 1701, CPSIl
18...
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Ces phases a base de silicone presentent deux
avantages pour la CPG :
1- une bonne inertie chimique, elles ne
reagissent ni avec les phases stationnaires, ni
avec les produits injectes.
2- une tres bonne tenue a la tempeérature, elles
peuvent étre chauffées sans dommage jusqu'a
300°C
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Molécules Exemples Phases stationnaires
SPB-octyl
non-polaires hydrocarbures poly(méthylsiloxane), SE-30
.. normaux
liaisons C-H et C-C (n-alcanes)
SPB-5, PTE-5, SE-54
poly(méthylphényl
oolaires alco?LsE,oieSthers, siloxane)
liaisons C-H et C-C amines. acides poly(cyanopropyl
liaisons C-Cl, -Br, -F ’ méthylsiloxane)

carboxyliques,

liaisons C-N, -0, -P, -S b
esters et cétones

PEG, Carbowax 10, 20M

polarisables poly(cyanopropylsiloxane)
liaisons C-H et C=C alcénes aromatiques

et acetyléniques poly(cyanopropylphénylsiloxane)



-

)
_I |‘|_.'.-|.--rE-

Txfroduction de I seringmes

Srrou o alleffes paue serrage of raefrodc soem ent
=l sepfiem

septlin

Hioo
chai fie

\\l‘\.

\ chambre
e Vapae FLsa ion
= |

raccord de colorre

Fig.4 : schéma simplifié d’'un injecteur
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lI-1-4-1-Détecteur a conductibilité thermique (TCD)
catharometre

mesure ]
sorlie
gaz vecteur —
+ solute —» NN
I v -
gaz vecteur — AAAAAL
reférence

I“:
| J alimentation

Fig.5: Détecteur a conductibilité thermique



I1-1-4-2- Détecteur a ionisation de flamme ':_._

(FID) )

électrode collectrice

sortie

électrode
< / isolant
|:| gaz vecteur

.

“ x‘cantact

Fig.6 : Détecteur a ionisation de flamme

MO+ 0Oy ----= CO; + H;O + oxydes +ions(+)
+i1ons -y + e-

-
collectés par 1'anode



l1-1-4-3- Détecteur a capture d’électron

(ECD)

Une source telle que le tritium (3H) ou le (°3Ni) envoie
des électrons libres dans le détecteur— signal

Catharometre FID ECD
TCD
1 a10ng 202200 pg 0,1 pg
(tous composés) | (composes (composes
organiques)

Halogénés)




Pour une bonne séparation, il faut verifier:

* Température de lI'injecteur et de la colonne.

* Débit du gaz vecteur.

*Choix du detecteur : TCD, FID, ECD

*Nature du gaz vecteur imposé par le detecteur,

fonction de l'efficacité souhaitée et du colt/sécurité.
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lll: Chromatographie en phase liquide
HPLC

llI-1- Appareillage

Achema ale principe

fl'mame: chaine A'TTPLC

Husluime =
Hemrrak As andcoar e T p——— :
Iratrapemm A= lj'i_n‘ul_j;i_l_-. e

prvvaian @l Jahr

weaerir dhreEeion




lll-1-1. Réservoir de la phase mobile SPLRESE S

(solvant) ] _ |
Le plus souvent ce réservoir est une boutelille en

verre dans laquelle plonge un tube avec une

extréemité filtrante en téflon.

lll-1-2- Pompe
Elle deélivre en continu la phase mobile. Elle est
définit par la pression qu'elle permet d'atteindre dans

la colonne, son débit, et la stabilité du flux.
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ll1-1-3- Injecteur

Le type d'injecteur le plus couramment utilise
comporte une vanne a boucle d'échantillonnage
d'une capacite fixe (10, 20, 50 uL...). Cette
boucle permet d'introduire I'echantillon sans

modifier la pression dans la colonne.

remplissage B Y

p boucle
vers la -

l::l'.'ﬂ-l:l-l'l'lll!a.h_hIII

wenant de 7 venant de
la pompe évent la pompe



ll1-1-4- Colonne
- Colonnes en inox;

- diametre interne de ~ 4 mm;

- longueur = 5, 10, 15, ou 25 cm;

- Le remplissage (en silice, silice greffee ou
particules polymeériques) a une granulométrie de 3,

5,ou 10 uym.



l11-1-5- Les détecteurs N

a- Detecteurs UV -visible: le plus universel

phase mobile

T

fenétre de
quartz

photomultiplicateur

source UV —» ou photodiode

Figure1. Schéma d'une cuvette trouvée dans un détecteur UV - visible.

b- Réfractométre

diode (LED)
’ photodiodes
fente = M -H— 89
echantlllnn

/ prisme
| -d lr séparateur
de faisceaux

mirolr référgncg miroir semi-

concave cuvette transparent plaq ue de

de mesure mise a zéro

-H- 8b
photodiodes



c- detecteurs conductimetres

©

colonne

détection @

d- détecteurs fluorimétriques.
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Il <2= Comparaison CG/CL v

Les deux techniques ne sont pas compeétitives mais
tout a fait complémentaires.

Quelques avantages de la CL :

Possibilité de chromatographier :

- Produits thermolabiles;
- Produits de haute masse moléculaire.
- Mode préparatif facile a mettre en ceuvre

Quelques avantages de la C.G:

- Détecteurs spécifiques et sensibles;

- Couplage avec spectromeétrie

- Possibilitée d'analyser les produits de tres faible
masse moleculaire.



I\VV: Analyse quantitative:

La chromatographie est aussi une technique
analytique quantitative, .
La masse m, de soluté i détecte est proportionnelle
a l'aire A, du signal mesure :
m. = K..A,



K, : coefficient de réponse du détecteur pour le
solute I.

K; depend de la colonne, de la sensibilité du
détecteur et des conditions expéerimentales.
A.= aire du pic d'elution du soluté i.

Dans la pratique, il faut donc déterminer K, et A,

pour chaque soluté i
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IV-2-‘Meéthodes d’etalonnage

- Etalonnage externe
- Etalonnage interne

T &~ ]
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I
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™
Le champ d'application en analyse quantitative_ -
est restreint aux situations ou la composition du
melange a separer est connue.
Pour identifier des composés dont on ignore tout
de leur structure chimique, il est fréequent de
coupler a la chromatographie une autre technique
d'analyse complémentaire comme la

ou la



Domaine d’application trés vaste:
% |ndustries chimiques ;
% Agro-alimentaires ;
% Environnement ;
% Pharmacie

% Biochimie.

Avantage: Séparation, identification et quantification

de tres faibles quantités de produits (= ng)



V: AUTRES TYPES DE CHROMATOGRAPHIE

En plus des deux techniqgues presentees ci-dessus
et de la chromatographie sur couche mince

ou sur et la

|| existe aussi :

pm = gaz a |'état supercritique (en général CO, a
50° et 150 bars)

ps = solide ou liquide greffé sur solide.



Cette chromatographie combine les bons
resultats de la CPG au point de vue séparation

et le domaine d'utilisation de la LC.

pm = solution tampon.
ps = gel disposé sur une plaque ou dans un tube
caplillaire

Un champ é€lectrique est appliqué aux deux

extremités de la plague (ou du tube).



Cette chromatographie est basee sur les differences
de mobilité des ions dans un champ électrique. Cette
mobilité varie en fonction de la charge de la taille et
de la geometrie des

Les ions positifs vont vers |'électrode negative et vice

versa.

: Séparation des protéines, pepftides,

empreintes genetiques.
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