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T.P CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE

Principe de la C.L.H.P.

La C.L.H.P. (H.P.L.C. en anglais) constitue une technique séparative très générale d'emploi où pratiquement la seule obligation de l'échantillon est d'être soluble dans la phase mobile. Elle est une évolution de la chromatographie classique sur colonne ouverte dont la résolution est grandement améliorée par l'utilisation de phases stationnaires constituées de grains sphériques de petites tailles (qq. µm de diamètre). En contrepartie, la phase mobile doit être poussée sous forte pression pour vaincre la perte de charge dans la colonne et assurer un débit contrôlé. La migration forcée d’une phase liquide au contact d’une phase stationnaire se retrouve dans plusieurs techniques (chromatographie d’échange d’ions et d’exclusion) mais seule la CLHP fait intervenir des mécanismes d’échanges soluté/phase mobile/phase stationnaire basés sur les coefficients d’adsorption ou de partage suivant la nature du remplissage de la colonne. 

Constitution d'une chaîne de C.LH.P:

Dans toute installation de C.LH.P on retrouve divers modules, aux fonctions définies qui forment autant d'entités indépendantes. Les différents modules sont reliées par des canalisations courtes, traditionnellement en acier inoxydable et de très faible diamètre interne (0.1 mm).

Ces différents modules sont:

La pompe:

Nécessaire pour faire circuler la phase mobile à travers la colonne responsable, dans les cas d'utilisation courante, d'une perte de charge pouvant atteindre 20.000 kPa selon le débit, la viscosité de la phase mobile et la perméabilité de la phase stationnaire.

Les pompes utilisées sont des pompes débimétriques conçues pour maintenir un débit stable et non pulsé, même lorsque la composition de la phase mobile varie (gradient d'élution). La grande majorité des appareils utilise des pompes à piston alternatif. Afin d'éviter l'intermittence du débit, inhérent au mode de fonctionnement des pompes à simple piston (remplissage/expulsion), on utilise souvent des pompes à deux pistons que l'on peut classer en deux catégories dites en série (voir figure) ou en parallèle. Pour ce qui concerne les pompes en parallèle, les deux cylindres de pompe sont identiques et les mouvements des pistons sont décalés d’une ½ période.

Pour parfaire la régulation du débit, on peut ajouter en aval de la pompe un amortisseur de pulsations.

Les injecteurs:

Ils doivent permettre la réalisation d'une injection dans un temps très bref afin de perturber le moins longtemps possible, le régime dynamique établi dans la colonne et le détecteur. On utilise des vannes à haute pression à plusieurs voies, pièce mécanique de précision manuelle ou motorisée, montée sur le parcours de la phase mobile, juste avant la colonne.

Il est important de ne pas stopper la circulation de la phase mobile lors de l'injection d'un volume précis d'échantillon (boucle d'échantillonnage).

Les colonnes:

Ce sont des tubes droits calibrés en acier qui peuvent mesurer jusqu'à environ 30 cm de long et de 1 à 10 mm de diamètre. La phase stationnaire est maintenue entre deux frittés situés aux extrémités et les volumes morts sont rendus aussi faible que possible. Le débit admissible ne peut dépasser que quelques ml/min.

Ces colonnes sont souvent vendues sous forme de cartouches interchangeables, adaptées instantanément à des embouts fixes à demeure sur l'installation.

La réussite des séparations repose essentiellement sur le choix des phases stationnaires contenues dans la colonne et sur le couple phase stationnaire/phase mobile.

La colonne est souvent précédée, pour augmenter sa durée de vie, d’une précolonne dite colonne de garde, courte et remplie de la même phase stationnaire. En plus de protéger la colonne des composés indésirables pouvant avoir un effet néfaste, la précolonne permet d’augmenter légèrement la résolution puisqu’elle réalise une première séparation des composés à analyser.

Les phases stationnaires:

Le matériau de base est le gel de silice provenant de la silice (SiO2) à laquelle on fait subir une série de transformations par voie aqueuse. Ce gel résulte de la polymérisation, puis de la calcination de l'acide silicique [Si(OH)4] obtenu par acidification du silicate de sodium [Na2SiO3]. L’acide silicique commence a se condenser sur lui même en un dimère avant de se polycondenser en un gel à surface hydroxylée (voir ci-dessous). La calcination conduit à des grains de silice dense.

Des procédés de préparation élaborés conduisent à des particules sphériques qui permettent un remplissage régulier de colonnes.

Le gel de silice est un matériau très polaire qui doit être partiellement réhydraté pour le désactiver. Son mécanisme d'action repose sur l'adsorption qui consiste en l'accumulation d'un composé à l'interface entre les deux phases, ici liquide et solide.

Pour diminuer la polarité excessive du gel de silice et neutralise son acidité, on modifie sa surface en mettant à profit la réactivité des fonctions silanols "(SiOH)" présentes. La particule de gel de silice joue alors le rôle d'un support réactif, permettant de fixer des molécules organiques par des liaisons covalentes. La phase stationnaire gréffée se comporte alors comme un liquide, la séparation mettant jeu les coefficients de partage et non plus les coefficients d'adsorption.. Ces silices greffées dont la polarité peut être ajustées avec une grande souplesse, sont utilisées dans la plupart des analyses par C.L.H.P.

A côté des phases greffées à chaînes linéaires à 8 ou 18 atomes de carbones utilisables à pH 2 à p 13, il en existe dont la partie greffées est elle-même porteuse de fonctions -OH, -NH2 ou -CN qui redonnent une certaine polarité à l'ensemble.

Deux situations de principe:

La polarité de la phase stationnaire permet de distinguer deux situations de principe:

- si la phase stationnaire est polaire, on utilisera une phase mobile peu polaire. La chromatographie est dite en phase normale.

- si la phase stationnaire est très peu polaire, on choisira une phase mobile polaire (on utilise des mélange de méthanol, ou d'acétonitrile et d'eau). C'est la chromatographie en phase inverse.

Principaux Détecteurs:

Le détecteur a pour but de fournir un signal électrique reflétant en continu les variations de composition de l'éluat, juste en sortie de colonne afin de détecter le passage des composés successifs.

Les modes de détection les plus utilisés sont les détections spectrophtométriques, réfractométrique et fluorimétrique. A défaut d'être universel, le détecteur doit réunir un certain nombre de qualités parmi lesquelles il doit:

- donner une réponse proportionnelle à la concentration instantanée

- être sensible et avoir une faible inertie

- être stable dans le temps

- avoir peu de bruit de fond

Détecteurs spectrophotométriques:

On mesure en permanence l'absorbance de la phase mobile à la sortie de la colonne, à une ou plusieurs longueurs d'onde dans l'UV/Visible. Pour pouvoir repérer les composés présents dans l'éluant, ce dernier ne doit pas ou  très peu absorber. Ces détecteurs non destructifs sont utilisables en gradient d'élution.
Détecteurs spectrofluorimétriques:

Certains composés sont fluorescents, c'est à dire qu'ils réemettent sous forme de lumière tout ou partie du rayonnement de la source excitatrice, auquel ils sont soumis. Dans la pratique, la fluorescence est observées dans une direction perpendiculaire à la direction de l'excitation. L'intensité de fluorescence est proportionnelle à la concentration de la substance à condition que celle ci reste faible. Détecteur très sélectif et sensible, son domaine d'application peut être élargi par le procédé de dérivation avant injection ou immédiatement en sortie de colonne.

But de la manipulation

On se propose d’injecter et de séparer un mélange des quatre produits suivants : l’acide chlorogénique, l’acide cinnamique et l’acides coumarique, à l’aide de la chromatographie liquide haute performance. Pour cela, vous disposerez de quatre solutions mères de chacun des composés à 1mg/mL dans l’éthanol. Vous préparerez, pour optimiser la séparation, une solution mélange des quatre composés à 0,1 mg/mL. Pour l’identification, vous préparerez une solution individuelle de chaque composé à 0,1 mg/mL.
Le deuxième objectif de ce TP consiste à doser l’acide chlorogénique contenu dans l’extrait que vous avez réalisé dans les TP précédents (Tabac, Pomme de terre, Aubergine, café vert…). Pour cela, vous préparerez une gamme étalon à partir d’une solution mère de 1 mg/mL. La gamme sera comprise entre 0,01 mg/mL et 0,09 mg/mL.
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T.P. CHROMATOGRAPHIE IONIQUE

Principe de la chromatographie ionique

Le but de ce TP est l’analyse par chromatographie ionique d’une eau minérale et le dosage des ions nitrate, chlorure et sulfate.

Le système de chromatographie ionique est composé d’un système de pompage, d’une boucle d’injection, d’une colonne, d’un suppresseur, d’un détecteur conductimétrique 

-La phase mobile est une solution aqueuse de carbonate de sodium (6,4 mM) et d’hydrogénocarbonate de sodium (2 mM) préconisée pour la colonne. Avant utilisation la phase mobile a été filtrée et dégazée pour éliminer les éventuelles particules qui pourraient boucher ou encrasser le système et éliminer les gaz dissous.
-Le débit de la phase mobile est fixé à 0,7 ml/min.

-L’injecteur est une vanne 6 voies (boucle 20 µl).

-La colonne est calibrée et remplie de phase stationnaire. Dans notre cas on utilise une phase stationnaire cationique (Metrosep A supp 4, 4 x 250 mm). La séparation des analytes est basée sur l’interaction plus ou moins forte entre les sites cationiques de cette phase stationnaire et les espèces ioniques de l’échantillon. 

Un détecteur conductimétrique mesure en permanence en sortie de colonne la conductance de la phase mobile. Avant ce détecteur, on place un suppresseur qui à pour but d’éliminer les cations de l’éluant nous donnant ainsi un rapport signal sur bruit bien meilleur.

Pour cette manipulation il est nécessaire de bien rincer toute la vaisselle que vous allez utiliser avec de l’eau ultra-pure. En effet toute trace de d’impuretés peut fausser considérablement vos mesures.

Vos pesées et déterminations de volumes doivent être très précises. Utilisez le matériel adapté : balances de précision, fioles jaugées (et non pas éprouvettes), pipettes jaugées, etc…Vous utiliserez uniquement de l’eau ultra-pure pour la préparation de ces solutions.

· Toute analyse chromatographique commence par un « blanc » (injection 20 µl eau ultra-pure). Vérifier l’absence de tout contaminant et la stabilité de la ligne de base.

Pendant ce temps, trouver les caractéristiques de la colonne utilisée, et réfléchir au principe d’élution. 

· On dispose de trois sels qui vont servir à déterminer les temps de rétention des anions correspondants et à réaliser les courbes d’étalonnage. Anticiper l’ordre de sortie des différents cations.
Analyser les 3 solutions mises à votre disposition de chacun des anions afin de déterminer les temps de rétention de Cl-, SO42- et NO3-.

· Préparer une solution mère multi élémentaire (avec les 3 anions) à environ exactement 100 mg/l en anions. Faire vérifier vos calculs avant de peser.

Préparer 7 solutions étalons à des concentrations allant de 5 à 25 mg/l. Réaliser l’étalonnage externe en injectant les étalons dans l’ordre de concentrations croissantes.

Réaliser les 3 courbes d’étalonnage. 

Attention, on n’injecte jamais la solution mère à 100 mg/l !

Pour préparer ces solutions salines, vous disposerez des sels suivants (les masses molaires sont données entre parenthèses): 



-KCl (M=74,55 g/mol)



-Na2SO4 anhydre (M=142,04 g/mol)



-KNO3 (M=101,10 g/mol)

Calculez combien vous devez peser pour faire votre solution mère multi élémentaire. Attention, on vous demande des solutions dont la concentration est en mg/l pour un anion, pas pour un sel.

Préparer ces calculs avant de venir en TP, vous gagnerez beaucoup de temps !

· Effectuer l’analyse de l’eau minérale.

Calculer la concentration des trois anions dans l’eau minérale. 

