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Aspect théorique Aspect théorique

Grandeurs physiques : la théorie cinétique Grandeurs physiques : la théorie cinétique

Phénoménes de diffusion : Transfert de masse

Diffusion moléculaire longitudinale ,
v'ty, les molécules a et b d’une

méme substance sont sur la méme
ligne

v t, a va rester dans le pore du grain
de la phase stationnaire et b dans la
phase mobile

Diffusion turbulente v't,, b ira plus vite que la molécule a

Remplissage
:
Aspect théorique Aspect théorique
Grandeurs physiques : la théorie cinétique Grandeurs physiques : la théorie cinétique
Application a la CPG Les solutions pour minimiser des phénoménes de diffusion :

» Améliorer lhomogénéité de la phase:
v Absence d’hétérogénéités
v' Absence de bulle
v Absence de vide

C: terme

> Réduire le diamétre des particules d,

» Homogénéiser le débit de la phase mobile

Equation de Van Deemter

IH=A+B/a+C.a

G = vitesse linéaire moyenne d’écoulement de la phase mobile dans la colonne

> Diminuer la taille des grains et des pores

Aspect théorique Plan de cours

Grandeurs physiques : la théorie cinétique

ENeone 1. Introduction générale sur la chromatographie
n resume :

. 2. Aspect théorique de la chromatographie
> Prendre des particules P q grap!

V De petites tailles Chromatographie gazeuse : principe et appar@

v De faible porosité

4. Chromatographie liquide : principe et appareillage
> Réaliser des chromatographies

v Rapides
v Avec des phases stationnaires
) miniaturisées
»> Travailler

v Afaible température
v En réduisant les volumes morts



Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)
Principe

» Méthode de séparation de composés
gazeux ou susceptibles d’étre
vaporisés dans décomposition

> ECHANGE de molécule GAZEUSE
entre phase stationnaire et phase
mobile

Phase mobile

» Phase stationnaire liquide ou solide

IR
®

» Phase mobile GAZEUSE

<

Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)
La température T

| La température T est un parameétre majeur en GPG |

» Levolume de rétention Vg varie selon la loi :

Log(Ve) = @T) +b

!

Si T augmente : le volume de rétention diminue et donc le temps de
rétention diminue

Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)
La température T

> Représentation de P'équation pour une série de composés
différents

7 Composé |

Log(Vy)
i Compasé 2
HE S _—Composé

ALk
. . B DSBS
Températures T T

1 1

!

» AT, on ne sépare pas les composés 1 et 3
» AT, on ne sépare pas les composés 1 et 2

» AT, on sépare des composés 1,2 et 3

06/09/2013

Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)
Phase mobile ou gaz vecteur

» Nature: Gaz inerte
v Hélium
v Diazote
v' Argon
v Dihydrogéne...

» Propriété : inerte vis-a-vis des solutés et des phases stationnaires

» Choix du gaz vecteur
v Détecteur utilisé
v Colt de fonctionnement...

| Il n’y a pas d’interaction entre le gaz et la phase stationnaire |

| Il n’y a pas d’interaction entre le gaz et les solutés |

Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)
La température T

> Représentation de I’équation pour une série de composés
homologues
Log(Vg) = (&/T) +b
Composé 1
Log(V) " Composé 2

~" Composé 3

Composé 4

» Plus latempérature est forte, plus la séparation est rapide

> Atres forte température, il n’y a plus de séparation

Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG
Appareillage




Chromat hie en Phase Gazeuse (CPG
Appareillage
ENCEINTE THERMOSTATEE (30450 °C) soilie
e,
-

gaz vecteur

Systemes d'injection

Deux principaux types de colonne en CPG

CGL) o
ou d'un adsorbant
COLONNE CAPILLAIRE

" ou adsorbant actif (CGS)
COLONNE REMPLIE

. — Comparaison des coupes d'une colonne remplie de 18 de pouce (3,2 mm
ext)etd' illaire de 0,32 mm de diamétre intéri

Systemes d'injection
Choix du systeme

Colonnes capillaires

Injection directe
Injection avec division (split injection)

Injection sans division (splitless injectio/r} ‘
Injection dans la colonne (on column)
Injection a température programm

Injection a évaporation de solvan
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Systemes d'injection

ROLE :

» Interface échantillon-chromatographe
> Systéme de vaporisation
» Organe de transfert dans la colonne

IDEAL :

Récupération représentative de I’échal
Permettre I'analyse quantitative
Permettre I'analyse de traces
Volume mort minimum, capacité
Inertie chimique

Répétabilité pour des injections
Automatisation...

VVVVYVYYVYYVY

Systemes d'injection
Choix du systeme

Colonnes remplies

Injecteur classique & septum
Injection directe
Injecteur automatique

Vanne a gaz

vV V V¥V V V

Injecteur a solides

Systémes d'injection

Saptun cap Septum

2747 Cotuman
it
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Systémes d'injection

Choix du liner

Premier Chromatogramme .. - . Résultat Aprés Installation du Liner Adapté

A

o

6 0

4
ey Goota12

Mauvaise séparation

Le four

» Elément essentiel aux chromatographes modernes car doit
posséder une excellente stabilité thermique (jusqu’a 450 C)

» Homogénéité de la température assurée par un ventilateur

» Programmateur de température

> Doit chauffer et refroidir trés rapidement

> Gradient de température pour pouvoir séparer
temps des mélanges de composés peu volati

La colonne

Deux principaux types de colonne en CPG

> Les colonnes remplies
v Verre, métal

v Courte (1 a 15 m) et épaisse (1 a 4 mm)

> Les colonnes capillaires

v Silice fondue
v Longue (15 & 100 m) et tres fi
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Chromat hie en Phase Gazeuse (CPG

Appareillage
ENCEINTE THERMOSTATEE (30 - 450 C) wiilis

gazyvecteur

délecieuv
é fraitement du svgnal
qgaz vecteur

e Rifason
et dé

Le four

Enceinte thermostaté i 1 1111

La colonne

Deux principaux s de colonne en CPG

Support granulé inerte Paroi revétue
imprégné do ph (c6L) de phase
waﬂsamanlaﬁﬁ(CGS) ©ou d'un adsorbant
COLONNE REMPLIE COLONNE CAPILLAIRE

- mmraumdamupudwrolmuuplmdrllxdxwm(Jan
ext) et d'une colonne capillaire de 0,32 mm de diamétre intéri
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Colonnes | Colonnes | Colonnes
remplies | capillaires | capillaires
analytiques | remplies
Diametre intérieur d. (mm) 226 03al 0,120,5
Longueur L. (m) 0326 | 025210 | 10250
Perméabilité k (cm?) i 02.10-6 | 0,6-3.10-¢ | 3-80.10-¢
Hauteur équivalente
un phtﬂ?“ théorique h (mm) 05a1 | 01205 | 01205
lume phase mobile 102100 | 502100 | 2021000
Rapport f= — - =
volume phase stationnaire
Quantités injectées olalpl | 1alopg | Olalpg
Pression d’entrée (bar) 123 2210 0,122

~ Une phase stationnaire non polaire convient pour la séparation des
substances non polaires : composés uniquement de C et H

Les interactions les composés non polaires et les phases non
polaires sont « dispersives » ¢’est i dire que les molécules entrent
dans le film de phase et en sortent de fagon aléatoire.

La séparation est donc basée uniquement sur la température
d’ébullition.

Composés principalement de carbone, d’hydrogéne + 1 ou
plusieurs atomes de brome, chlore, fluor, azote, oxygéne,
phosphore, soufre.

Outre les interactions dispersives, il existe entre molécules
polaires et phase polaires des interactions du type dipole-

dipole et ou acide-base.
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Cg : terme de transfert de
masse en phase gaz

12 C_ : terme de transfert de
2 demasse masse en phase liquide
~10
=
b
I
]
Hoe L

2 4 60 B

10 i (ems)

n-propanol
n-propanol

n-heptane

n-heptane

sur SQUALANE sur CARBOWAX 20M

*. __ Effet de la polarité sur l'ordre de sortie des substances :
—msquahnc.p!numpohin.bnyopunl(?,=97'€)eﬂpwsolublzdoncpm
retenu : il sort avant le n-heptane (P, = 98 °C) qui est tré: s luble donc trés retenu ;.
-sanarbowaxzoM.ﬁasepohks.c'mlen—hepmnequutnulsolubkaqmson
le premier. Le n-propanol est bien soluble dans le polyéthyleneglycol et sort long-
temps apres.
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Comment choisir un détecteur ?

DETECTEUR

15



— Composés donnant peu ou pas de réponse avec un détecteur
a ionisation de flamme.

‘He H,S co
Ar S0, (e},
Kr NO cos
Ne N,0 @5)
Xe NO, CH,0
0, NH;, CHOOH
N, H,0 sicl,

Plan de cours

1. Introduction générale sur la chromatographie

2. Aspect théorique de la chromatographie

3. Chromatographie gazeuse : principe et appar

Chromatographie liquide : principe et

Chromatographie en Phase Liguide (HPLC)

Phase mobile

» Solvant aqueux ou organiques
v Eau
v Acétonitrile
v Méthanol
v Ethanol...

> Propriété : polarité inverse ala phase s

| Il'y ainteraction entre la phas

| Il'y ainteraction entre

06/09/2013

Spectrométrie de masse

Détermination de donnée

Chromatographie en Phase Liguide (HPLC)

Principe

> Méthode de séparation de co

non-volatiles

Chromatographie en Phase Liquide (HPLC
Phase mobile

‘phase polaire normale Solvants classes par polanté | phase  polarité inversée |
croissante
hexane ll
FAIBLE
pouvoir dichlorométh
d'élution
acétate déthyle

FORT
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Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

Appareillage

Enregistreur
intégrateur

Systemes d'injection

ROLE :

» Interface échantillon-chromatographe
» Organe de transfert dans la colonne

IDEAL :

Récupération représentative de I’échantillon sang" i
Permettre I'analyse quantitative &
Permettre I'analyse de traces

Volume mort minimum, capacité suffisante
Répétabilité pour des injections manuelles
Automatisation...

YVVVYVYY

Systemes d'injection

Boucle d'injection (injection automatique)

E‘I’cpe 1:

» Lavage de la boucle
Aguile
dinecton
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Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

Appareillage

Enregistreur
intégrateur

Détecteur

Systemes d'injection

Boucle d'injection (injection manuelle)

Entrée
Phase mobile

Colonne

g S
&

Echantillon Poubelle

Systemes d'injection

Boucle d'injection (injection automatique)
E'fape 2:

» Remplissage de la boucle

17
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6
4
2
0

H (um)

A terme de
remplissage

B: terme
de diffusion
longitudinale
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C: terme
de transfert
de masse
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Phase stationnaire : Polarité
Colonnes polaires dites « phase normale »

» Les colonnes en phase normale sont des colonnes dont la phase
stationnaire est polaire et acide.

» La phase normale la plus utilisée est a base de gel de silice : a sa
surface se trouvent des groupes silanols (-OH) et des groupes siloxanes (-
0-). Ces groupes permettent a la silice de retenir les composés a analyser
par des liaisons hydrogenes.

> Cette phase sert ainsi principalement a séparer des composés polaires.

Colonnes apolaires dites « phase inverse »

» La base d'une phase inverse est une phase normale sur laquelle des
chaines alkyles (ou autres selon la polarité recherchée) ont été greffées
au niveau des groupes silanols. En général, la phase stationnaire est
majoritairement composée de petites particules de silice sur lesquels on a
greffé des fonctions chimiques, le plus souvent de chaines alkyles a 8 ou
18 atomes de carbones.

» Cette phase est dite "inverse" car de polaire et hydrophile (sans les
"greffes"), la phase devient apolaire et hydrophobe

Détecteur UV/Vis

Loi de Beer Lambert : Détection par absorbance

L 1

E—

L. A

> rg

A A

> Ead
_—>

«—>
dx

dl est proportionnel a |
dl est proportionnel a c
dl est proportionnel & dx
K = coefficient de proportionnalité

- dl=-K-I-¢c-dx

Détection par Fluorescence

Détection par fluorescence

« Sila molécule absorbe, elle peut
également re-émettre de la lumiére si elle
est suffisamment rigide (présence de
noyaux aromatiques accolés).

» On aune tres grande sélectivité carily a
deux longueurs d'ondes : A, et A,
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Détecteurs

ROLE :
» Appareil de mesure physico-chimique qui ne réagit qu’au
passage des solutés voire d’espéces spécifiques du soluté

» Signal traité aprés amplification par un systeme informatique
d’acquisition

IDEAL :
» Sensible
v Rapport signal électrique/débit massique
v Rapport signal électrique/concentration
> Universel

» Robuste

» Domaine de linéarité large

Détecteur UV/Vis

dl=-K-I-¢c-dx
dI
T =-K-c-dx g=coefficient d'extinction molaire
(c est exprimé en mol L")
1
lnlLI:K'c-L ou
1

1 e=coefficient d'extinction spécifique
log| -2 ] =g.c-L (c est exprimé en gL-")

C A=¢.c.L

Détection par Fluorescence

Avantages et inconvénients:

» Trés grande sensibilité

» Bonne linéarité

> Faible volume mort

> Ne détecte pas les composés qui ne fluorescent pas

> Etape de dérivatisation
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