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Avant-propos

Ce manuel est destiné a donner un ensemble de connaissances de base sur les méthodes
les plus souvent rencontrées en analyse chimique, qualitative, quantitative et structurale,
dans des secteurs aussi variés que constituent les industries chimiques, pharmaceutiques,
agroalimentaires, ainsi que ceux de I’environnement et des réglementations diverses.

Les méthodes passées en revue dans cet ouvrage sont classées en méthodes sépara-
tives, méthodes spectrales et autres méthodes. Chacune d’elles fait ’objet d’une étude
qui s’appuie sur les idées de base pour se prolonger par les principales techniques ins-
trumentales correspondantes. L’ensemble est illustré de schémas de principe, dessins et
photographies, dont beaucoup s’inspirent d’instruments réels et de documents obtenus
aupres des constructeurs. Afin de maintenir une taille raisonnable a I’ensemble de cet
ouvrage, les méthodes plus rarement utilisées ou celles en évolution régressive, n’ont
pas été traitées.

Rédigé clairement, le texte s’adresse a un large éventail d’étudiants des IUT (Dépar-
tements chimie, mesures physiques, biologie appliquée . . .), des classes de techniciens
supérieurs (BTS), de Licence et Master qui veulent compléter ou retrouver des connais-
sances de base, étudiées de maniere fragmentaire. Ce livre devrait également étre utile
aux participants de cycles de formation continue, aux formations du CNAM et aux
agents de maitrise de I’industrie, confrontés aux problemes d’analyse de composés chi-
miques ou qui ont I’intention de préparer des concours. Les besoins en analyse chimique
dans des secteurs professionnels qui en étaient restés a 1’écart, alliée au choix grandis-
sant des techniques et instruments disponibles, justifient également 1’information et la
mise a niveau de nombreuses personnes.

Les connaissances requises pour aborder cet ouvrage correspondent a celles des étu-
diants en premiere année des premiers cycles universitaires. Les auteurs se sont donc
limités au rappel des principes fondamentaux et ont tenu compte de 1’évolution des
connaissances des étudiants dont 1’approche des phénomenes physiques et le bagage
mathématique ont évolué. Le texte comporte un minimum de rappels théoriques sur les
phénomenes concernés, afin de ne pas écarter une partie des lecteurs pour lesquels ce
livre est destiné. Les intéressés pourront, si nécessaire, aborder ultérieurement la lec-
ture d’ouvrages spécialisés, en ayant acquis avec ce livre une vision d’ensemble assez
complete des méthodes actuelles et de leurs aspects pratiques.

Présenter plus d’une vingtaine de méthodes, avec des exercices (et leurs corrigés)
sur environ 500 pages peut sembler un défi. C’est la raison pour laquelle, les auteurs
ont préféré se limiter a la présentation des outils plutot que de décrire tout ce que leur
usage permet de faire. Seules les méthodes ont un caractere universel. Les applications
ont donc été simplement choisies dans un but illustratif. Nous vous signalons qu’un
chapitre supplémentaire traitant des parametres statistiques de base est disponible sur le
site des éditions Dunod (www.dunod.com).
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Avant-propos

Ce livre a pour origine le cours et les travaux dirigés proposés aux étudiants de I'TUT
du Mans. Cette nouvelle édition a été actualisée et complétée, par rapport aux précé-
dentes. Les 3°, 5° et 9° éditions de cet ouvrage ont été traduites en langue anglaise. Elles
ont pour titre Chemical Analysis, Modern Instrumentation Methods and Techniques,
John Wiley & Sons, Ltd. (Chichester, 2002, 2007 et 2022). La 5° édition a été traduite
en langue espagnole. Elle a pour titre Andlisis Quimico. Methodos y Técnicas Instru-
mentales Modernas, McGraw-Hill Interamericana de Espana, S.A.U (2003). Les 6° et
9¢ éditions ont été traduites en coréen (Freedom Academy Pub Co).

Nous remercions Daniel Cruché, professeur agrégé retraité, et Arnaud Martel, pro-
fesseur a 'IUT du Mans, qui ont collaboré a la relecture de certains chapitres et aidé
a la rédaction de rubriques qui figurent dans cette nouvelle édition. Nous remercions
également toutes les sociétés francaises et étrangeres contactées, qui ont répondu favo-
rablement a notre demande pour nous apporter des informations pratiques. Leur aide a
été précieuse, car I’instrumentation analytique est un secteur qui s’impregne sans retard
des progres technologiques dans des domaines trés variés.

Enfin nos remerciements vont aussi a I’équipe éditoriale des Editions Dunod avec qui
il a été agréable de travailler et en premier lieu a Laetitia Jammet qui a lancé et mis en
ceuvre cette nouvelle édition.

Les auteurs expriment enfin leur vive reconnaissance au regretté professeur Guy Ou-
risson, ancien Président de ’Académie des Sciences, qui avait suivi 1’évolution de cet
ouvrage au travers de ses éditions successives depuis 1992 et nous avait fait le grand
honneur d’en préfacer les premieres éditions. Enfin nous exprimons notre profonde gra-
titude au regretté professeur Férey, Membre de I’Académie des Sciences, médaille d’or
du CNRS, pour son aimable préface de la 7¢ édition en 2009 dans laquelle il annongait
déja la venue de le 8° édition !

Le Mans, février 2025 F. Rouessac & A. Rouessac

Liste non exhaustive des sociétés qui ont aimablement accepté de fournir des
renseignements et documents, dont certains sont reproduits dans ce livre :

AB-Sciex, Agilent Technologies, American Gas & Chemical Co., American Stress
Technologies, Amptek Inc, Analytical Jena, ATI, Bio-Rad, Bosch, Bruker, Camag,
Chrompack, Desaga, Dionex, Edinburgh Instruments, EG & G-Ortec, ETP Scienti-
fic, Eurolabo, Foxboro, Grasby-Electronics, Hamamatsu, Hamilton, Hellma-Analytics,
Hitachi, HORIBA-Jobin-Yvon, Imaging Sensing Technology, Inficon, Jeol, Jenway,
Kratos Analytical, Leeman Labs., Leybolds, Malvern, Merck, Metorex, Metrohm,
Mettler-Toledo, Microsensor Technology, Ocean Optics, Oriel, Ortec, Oxford Ins-
truments, Panalytical, Perkin-Elmer, PESciex, Pharmacia-Biotech, Philips, Photovac,
Pike Technologies, Rheodyne, Rigaku, RTI, Safas SA, Scientec, Servomex, Shimadzu,
Siemens, Specac, Starna Scientific Ltd., Supelco, Tekmar, Teledyne, Thermo Fisher
Scientific, Thermo Jarrell Ash, Torion Technologies, Tosohaas, VG Instruments, Vidac,
Waters, Wilmad, Wyatt Technology.
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Introduction

La chimie analytique est une science proche de la chimie physique. Elle se rapporte a
I’étude du comportement chimique et physique des composés purs ou en solution soumis
a diverses conditions.

Elle est souvent percue sous son aspect appliqué, ayant pour but I’identification, la
caractérisation et la quantification des substances chimiques ainsi que le développement
des méthodes nécessaires a cette analyse. Cet aspect réducteur de la chimie analytique
n’est autre que 1’analyse chimique qui est le sujet de cet ouvrage.

Son étude implique d’aborder des domaines de connaissances variés. Elle fait appel
pour arriver au but recherché a beaucoup de notions dont certaines sont tres éloignées de
la chimie, au sens habituel de ce terme. C’est une science multidisciplinaire, de transfert,
dont les retombées se font dans toutes les sciences expérimentales.

En analyse chimique, il est d’usage de distinguer deux catégories de méthodes. Le
choix peut se faire entre des méthodes chimiques proprement dites, entrainant une spé-
cificité réactive de 1’analyte (le composé qui fait I’objet du dosage) avec des molécules
réactives et des techniques physiques utilisant les propriétés physico-chimiques des
analytes.

Ces secondes méthodes, dorénavant au premier plan, ont supplanté les méthodes tra-
ditionnelles, dites par voie humide, tres limitées dans leurs performances, a 1’origine du
terme de chimie analytique. 1.’ essentiel de ’ouvrage est donc consacré aux techniques
modernes qui se sont fortement développées ces dernieres décennies en relation avec
I’essor de la miniaturisation des capteurs, de la numérisation des données et de la puis-
sance informatique pour permettre I’usage d’outils mathématiques tres performants avec
un matériel de moins en moins encombrant. On peut prendre comme exemple la compa-
raison entre les imposants spectrometres Raman a enregistrement photographique des
années 1960 et les spectrometres Raman de poche qui ont désormais leur emploi comme
outils de contrdle dans de nombreux domaines.

Ainsi est née I’analyse instrumentale avec son formidable arsenal de procédés a I’ori-
gine d’appareils que ’on trouve souvent installés ailleurs que dans des laboratoires
d’analyses traditionnels.

L’évolution des technologies a permis la réalisation d’instruments tres performants,
apportant des possibilités nouvelles, notamment avec I’introduction des méthodes
couplées, des contrdles non-destructifs et du concept de spéciation (distinction des
différentes structures dans lesquelles un élément peut étre présent dans 1’échantillon)
— qui se contentent de petits échantillons ne nécessitant pas, ou trés peu, de prépa-
ration préalable a la mesure. Parmi les tendances actuelles de 1’analyse on observe
aussi une augmentation des instruments miniaturisés, portables ainsi que des analyseurs
spécifiques ou automatiques.



Introduction

En général le principe de base consiste en la mesure d’une grandeur physique, suivi de
I’établissement d’une relation simple entre cette grandeur — réponse de 1’appareil — et
la composition de I’échantillon en 1’analyte a quantifier. La recherche de cette relation
consiste le plus souvent en une linéarisation mathématique entre réponse de 1’appareil
et concentration de 1’analyte. Cette linéarisation peut étre simple et directe : réponse
proportionnelle a la concentration ou plus complexe.

Quel que soit I'outil utilisé pour établir la relation entre le signal et la concentra-
tion, on aura a déterminer les limites de quantification, en deca de laquelle tout essai de
quantification est utopique et limite supérieure au-dela de laquelle I’usage de la relation
est vain.

Pour mener a bien ces études 1’analyste doit étre non seulement formé aux différentes
techniques, mais connaitre les concepts de base de la chimie, sachant qu’il arrive sou-
vent qu’un composé puisse étre dosé par des méthodes différentes. Choisir une bonne
méthode et si possible la meilleure, exige la connaissance de beaucoup de parametres.
Ainsi lorsqu’un nouvel objectif d’analyse a été défini, le probléme doit étre abordé mé-
thodiquement. On doit d’abord faire le choix de la méthode : méthode spectroscopique,
électrochimique, séparative.. . Puis vient le choix de la technique suivi du choix du pro-
cédé relatif au prélevement et au traitement préalable a faire subir a I’échantillon, Enfin
il faut établir un protocole, la « recette du dosage », généralement un processus faisant
I’objet de normes définies (AFNOR), ce qui conduit au mode opératoire retenu. Cette
normalisation porte sur la standardisation des étapes, de la préparation de 1’échantillon
a la conduite des mesures. Les résultats, enfin, doivent étre établis suivant les normes en
vigueur, et les données brutes de I’analyse conservées sous forme d’un fichier informa-
tique qui ne peut étre modifié. Toute cette approche fait I’objet de textes officiels connus
sous le nom des Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL).

Pour conseiller la meilleure méthode afin de résoudre le probleme d’analyse, il existe
une science, appelée chimiométrie. Elle a pour but de venir en aide a 1’analyste, en
fonction des impératifs exigés et selon plusieurs orientations : plan d’échantillonnage
minimum, méthodologie appropriée, traitement des données et interprétation des résul-
tats. En s’appuyant sur ’outil informatique, elle cherche a apporter une réponse correcte
par exploitation des résultats au moyen des méthodes statistiques afin de réduire le
nombre d’essais pour les analyses longues ou cofiteuses.

Ainsi, les utilisateurs peuvent acquérir des appareils qui répondent aux normes de pré-
cision et de qualité nécessaires pour accéder a la certification ou encore faire reconnaitre
officiellement la qualité des résultats d’un laboratoire. Ces procédures d’accréditation
sont désormais imposées par les nombreux organismes de contrdle des pays.

La chimie analytique est donc indispensable dans de nombreux secteurs autres que
ceux, traditionnels, de la chimie ou de la parachimie. Elle est présente dans des sec-
teurs aussi variés que le médical, 1’agroalimentaire, la biochimie, 1’environnement
(pollutions), la sécurité (explosifs, drogues, matieres chimiques), I’art. De plus en plus
présente au sein des activités humaines, tout un chacun peut en bénéficier.
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Chapitre (@

Chromatographie,
aspects géneéraux
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La chromatographie est une méthode de séparation des constituants de mélanges variés,
utilisée en analyse a des fins d'identification et de quantification. Le principe de base re-
pose sur les équilibres de concentration qui apparaissent lorsqu’un composé est mis en
présence de deux phases non miscibles. L'une, dite stationnaire, est emprisonnée dans
une colonne ou fixée sur un support plan et |'autre, dite mobile, se déplace au contact de
la premiére. Par un bon choix des deux phases, les composés présents dans un mélange
sont généralement entrainés a des vitesses différentes, ce qui provoque leur séparation.
Ce procédé hydrodynamique en perpétuelle amélioration depuis sa découverte est de-
venu une méthode analytique instrumentale qu’aucun laboratoire analysant des composés
moléculaires ne peut ignorer, tant les applications sont nombreuses.
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o
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$000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000sses®
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n La chromatographie analytique

La chromatographie est un procédé physico-chimique de séparation, au méme titre que la
distillation, la cristallisation ou I’extraction fractionnée, des constituants d’un mélange
homogene liquide ou gazeux. Les applications de ce procédé sont donc potentiellement
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trés nombreuses, d’autant plus que beaucoup de mélanges hétérogenes ou sous forme
solide peuvent étre mis en solution par emploi d’un solvant (celui-ci apparaissant comme
un composé supplémentaire).

L’expérience de base en chromatographie peut étre décrite comme suit (fig. 1.1) :
1. Onimmobilise dans une colonne un solide finement divisé appelé phase stationnaire.
2. On place en téte de colonne une petite quantité de 1’ échantillon a séparer.

3. On force cet échantillon a traverser la colonne de son entrée vers sa sortie au moyen
de la phase mobile afin d’entrainer ses divers constituants. Si les composés présents
migrent a des vitesses différentes, ils pourront étre recueillis séparément en sortie de
colonne, chacun en solution dans la phase mobile.

1 = [ [T

Ech. e c
PN [N + A C
’ - g v, Ech./ g

A |t

Figure 1.1 - L'expérience de base en chromatographie.

a) Les ingrédients nécessaires (C, colonne, PS, phase stationnaire, PM, phase mobile et E,.,
échantillon) ; b) le dépdt de I'échantillon;; ¢) le début de I"élution ; d) la récupération des produits
aprés séparation.

En dehors de cette exploitation de la chromatographie qui perdure depuis son origine,
ce procédé est devenu en soi une méthode d’analyse lorsqu’on eut I’idée de mesurer les
temps de migration des composés dans la colonne pour les identifier. Pour cela il de-
venait indispensable de maitriser certains parametres (débits, température...) et il fallait
placer en sortie de colonne un détecteur pour repérer les changements de composition
de la phase mobile. Cette application de la chromatographie, dont le but n’est plus de
récupérer les composés séparés mais de mesurer leurs temps de passage dans la colonne
s’est développée lentement.

L’identification d’un composé par chromatographie correspond a une méthode com-
parative.

Pour identifier un composé, dont on ne sait s’il s’agit de A ou de B, par la méthode
chromatographique, on compare son femps de migration a ceux des deux composés de
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o La chromatographie analytique

référence A et B, ceci, sans changer d’appareillage et en se placant dans les mémes
conditions expérimentales.

Dans une telle expérience de chromatographie analytique, on n’a pas effectué des sépara-
tions (il s’agit de produits purs) mais simplement repéré des temps de migration. Cependant
il apparait trois points faibles a cette méthode : le procédé est assez long de mise en ceuvre,
I’identification n’est pas absolue, et le contact physique entre I’échantillon et la phase sta-
tionnaire peut modifier ses propriétés a demeure, en particulier les temps de rétention.

LY YT RIR———,

Ce procédé particulier de fractionnement est né, sous sa forme moderne, au début
du siecle dernier, des travaux du botaniste Micha&l Tswett a qui on attribue également
I’invention des termes de chromatographie et de chromatogramme.

La technique s’est considérablement améliorée depuis ses débuts. On dispose ac-
tuellement de chromatographes pilotés par des logiciels qui rassemblent autour d’une
colonne performante et miniaturisée — pour pouvoir séparer des micro-quantités
d’échantillon — tout un ensemble d’accessoires destinés a assurer la répétabilité des
expériences successives par la maitrise parfaite des différents parametres de sépara-
tion. Pour des analyses successives d’un méme échantillon, réalisées dans des conditions
identiques a plusieurs heures d’intervalle, les temps de rétention sont reproductibles a
la seconde pres (fig. 1.2).

Chaque séparation effectuée donne lieu a un enregistrement particulier appelé chro-
matogramme, qui correspond au tracé des variations de composition de la phase éluée
au cours du temps. Pour obtenir ce document particulier, il faut placer a I’extrémité aval
de la colonne un capteur, appelé détecteur, dont il existe un grand nombre de variantes.

alimentation chromatogramme
en phase mobile

@,
<Q
3
o
L
-

(u. arbitraires)

0 temps

Figure 1.2 - Principe de I'analyse par chromatographie.
Le chromatogramme, passage obligé de toute analyse chromatographique, est obtenu a partir
des variations en fonction du temps d'un signal électrique envoyé par le détecteur. Il est soit
présenté en temps réel soit en différé a partir des valeurs instantanées numérisées et stockées.
Les logiciels de chromatographie recalculent ces valeurs pour étre mises au format désiré. Chro-
matogramme illustrant la séparation d'un mélange de trois constituants principaux. Noter |'ordre
d'apparition des pics en correspondance avec la position de chaque constituant dans la colonne.
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L’identification d’'un composé moléculaire, a partir du chromatogramme, est quel-
quefois bien risquée. Une maniere plus siire consiste a associer deux techniques com-
plémentaires. On réunit, par exemple, un chromatographe et un second appareil « en
ligne », tel un spectrometre de masse ou un spectrophotometre infrarouge. Ces méthodes
couplées, du second ordre (ou bidimensionnelles) permettent de récupérer deux types
d’informations indépendantes (temps de migration et « spectre »). On peut alors détermi-
ner avec certitude la composition de mélanges complexes ou la concentration de certains
composés a partir de quantités de I’ordre du nanogramme (analyses de confirmation).

e Le chromatogramme

Le chromatogramme est une courbe qui traduit la variation au cours du temps d’un pa-
rametre relié a la concentration ou a la quantité du soluté en sortie de colonne (fig. 1.3).
Le temps (ou tres rarement le volume d’élution) est porté en abscisse, I’origine des
temps coincidant avec 1’introduction de 1’échantillon dans le syst¢éme d’injection. La
réponse du détecteur est portée en ordonnée. La ligne de base correspond a la ré-
ponse du détecteur en dehors de tout passage de soluté. La séparation est complete
entre deux composés quand le chromatogramme correspondant présente deux pics
chromatographiques revenant chacun a la ligne de base.

Un constituant est caractérisé par son temps de rétention tr, qui représente le temps
écoulé entre I’instant de I’injection et celui qui correspond sur le chromatogramme au
maximum du pic qui lui est lié. Dans le cas idéal rr est indépendant de la quantité
injectée. Plus le temps de rétention est élevé, plus le pic est large.

Un constituant non retenu sort de la colonne au temps fyy, appelé temps mort' (dé-
signé également par #(). La différence entre le temps de rétention et le temps mort est

désignée par le temps de rétention réduit du composé 'R
ts

I
44—

|

ty (ou ty) s temps

Figure 1.3 — Courbe d’élution en chromatographie.
Exemple de tracé de la fonction 1.1.

1. Les symboles utilisés suivent les recommandations de 'TUPAC — Pure & Appl. Chem, 65(4), 819,
(1993).
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Pics gaussiens et pics réels

En analyse quantitative on se contente le plus souvent de bien séparer du mélange le
ou les constituants a doser. Si le signal envoyé par le capteur varie linéairement avec la
concentration d’un composé, il en sera de méme de I’aire du pic correspondant sur le
chromatogramme.

Pics gaussiens et pics réels

Un pic d’élution idéal, sur un chromatogramme, a le méme aspect que la représen-
tation graphique de la loi Normale de distribution des erreurs aléatoires (courbe de
Gauss 1.2). En conservant les notations classiques, @ correspond ici au temps de ré-
tention et o a I’écart type du pic d’élution (dont le carré symbolise la variance). y
représente le signal, en fonction du temps x, du détecteur situé en sortie de colonne
(fig. 1.4).

C’est pourquoi, afin de modéliser le signal d’un pic d’€lution parfait d’un constituant,
on utilise la fonction « densité de probabilité » (1.2).

L’expression 1.1 est la relation mathématique décrivant une fonction gaussienne
quelle que soit la variable x. Dans cette expression, o représente I’unité de largeur pour
décrire le pic et u correspond a 1’abscisse de la position de 1’axe de la courbe gaussienne
(dans ce cas, le temps de rétention #g). Si on fait correspondre 1’axe de symétrie du pic
avec lanouvelle origine des temps (1 ou fg = 0) on obtient I’expression (1.2).

1 x — p)?
= exp [ (1.
o+/2m 20
1 [ x2:| (12)
y= -exp | —— .
V2r 2
A
0,399 ------ ~ 7 M i
| 71\ | 0=2350
AN AN w=40
0,242 ------ l—---\/--(3--4—>‘{---l ---------- ® =176
0,199 =~~~ A e = |8
s A = I'aire comprise entre -2 et +2
o w P\13,5 %] |© vaut 95,4 % de I'aire totale
0,054 - - - }:f“——f—’:“"i comprise entre la courbe et
Rl T > I'axe des x
2 O 1 +2 X

Figure 1.4 — Caractéristiques d'un pic chromatographique idéal.
Signification des trois parametres classiques et résumé des caractéristiques d’une courbe de
Gauss.
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Cette fonction caractérise une courbe paire (maximum pour x = 0, y = 0,399) qui
possede deux points d’inflexion pour x = +1 (fig. 1.4), dont I’ordonnée est de 0,242
(soit 60,6 % de la valeur du maximum) et dont la largeur aux points d’inflexion est égale
a2o,(0c=1).

En chromatographie, 8 désigne la largeur 2 mi-hauteur du pic (§ =2,350)eto? la
variance du pic. La largeur « a la base » du pic, notée w correspond a la base du triangle
construit sur les tangentes aux points d’inflexion / de la courbe gaussienne. Elle est en fait
mesurée a 13,5 % de la hauteur du pic. Pour des raisons d’homothétie, w =4 o.

Les pics chromatographiques réels sont parfois loin de I’aspect gaussien, pour plu-
sieurs raisons. Il faut en premier lieu considérer que la demi-largeur du pic au point
d’inflexion n’est pas seulement due a I’¢lution dans la colonne mais également a
I’injection et a la détection, ce qu’on résume en posant 1’expression suivante (1.3) :

2 _ 2 2 2
Ot = Ginj + Ocol + O det (1.3)
ou atzol, al%j, 06,201, o*(fet sont respectivement la variance totale (celle observée expérimen-

talement), la variance due a I’injection (durée de I’injection, durée de la pénétration de
I’échantillon dans la colonne), la variance due a la colonne (élution) et la variance due
a la détection (volume mort entre sortie de colonne et détecteur, durée de réponse du
détecteur...).

@) Modéle des plateaux

Depuis plus d’un demi-siecle, différentes théories visant a modéliser la chromatographie
ont été et continuent a &tre proposées. Les plus connues sont les approches statis-
tiques (théorie stochastique), le modele des plateaux, et I’approche par la dynamique
moléculaire.

Pour expliquer le mécanisme de migration et de séparation des composés dans la
colonne, le modele le plus ancien, ou modéle des plateaux de Craig, est une approche
statique, jugée obsolete, mais qui permet de décrire de maniere simple les séparations.

Bien que la chromatographie soit un phénomeéne continu, on considére dans le mo-
dele statique de Craig que chaque soluté se déplace progressivement en une suite
d’étapes distinctes. Le processus élémentaire est représenté par un cycle d’adsorp-
tion/désorption. L’enchainement de ces étapes reproduit la migration des fluides dans la
colonne, de méme qu’un film de dessins animés donne I’illusion du mouvement par une
suite d’images fixes. Chaque étape correspond a un nouvel état d’équilibre de toute la
colonne.

Ces équilibres successifs sont a la base de la notion de plateau théorique selon la-
quelle la colonne de longueur L est découpée en N petits disques fictifs de méme hauteur
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H, numérotés de 1 a n. Pour chacun d’eux, la concentration du soluté dans la phase
mobile est en équilibre avec la concentration dans la phase stationnaire de ce soluté.
A chaque nouvel équilibre le soluté a progressé d’un petit disque supplémentaire dans
la colonne, appelé plateau théorique.

La hauteur équivalente a un plateau théorique (HEPT ou H) est donnée par la relation
1.4):
H = L (1.4)
N
Cette approche fait appel aux régles de développement des polyndmes pour calculer, au

niveau de chaque plateau, les masses réparties entre les deux phases en présence.

Cette théorie a pour défaut de ne pas tenir compte de la dispersion due a la diffusion
des composés dans la colonne.

Le terme de plateau théorique vient d’une approche ancienne décrivant la chromatographie
en prenant pour modele la distillation par Martin et Synge (prix Nobel de chimie en 1952). Ce
terme ancré pour des raisons historiques n’a pas la signification physique de son homonyme
servant a mesurer les performances d’une colonne a distiller. Il aurait peut-&tre été préférable

de le baptiser par exemple du nom de Tswett !

Le temps total fg de migration du soluté dans la colonne peut étre séparé en deux
termes : le temps #\ pendant lequel il est dissous dans la phase mobile et ou il progresse
a la méme vitesse que celle-ci, et le temps s pendant lequel il est fixé a la phase station-
naire et ou il est donc immobile. Entre deux transferts successifs d’une phase a 1’autre,
on admet que les concentrations ont le temps de se rééquilibrer.

La chromatographie fait intervenir au moins trois équilibres : soluté/phase mobile, so-
luté/phase stationnaire et phase mobile/phase stationnaire. Dans une théorie récente de la
chromatographie, on ne parle plus de molécules immobilisées par la phase stationnaire mais

simplement ralenties lorsqu’elles passent a proximité.

Divers phénomenes physiques peuvent faire apparaitre une asymétrie du pic chroma-
tographique. En particulier, il se produit une irrégularité de concentration dans la zone
de dépot de la substance en téte de colonne. De plus, la vitesse de la phase mobile est
nulle au niveau de la paroi et maximum au centre de la colonne. L’ asymétrie observée
d’un pic est traduite par deux parametres appelés, 1'un le facteur d’asymétrie (F) me-
suré a 10 % de la hauteur du pic et I’autre, le facteur de trainée (Fy) mesuré a 5 % de sa
hauteur (pour la signification de a et b, voir fig. 1.5) :

b b
F,=- (1.5) Fo=
a 2a

(1.6)
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! 4 ! A
cot [Fa=1 . G| [Fa>1 <1 el [Fa<t L
Ft=1 ! Ft>1 3 Ft<1 e
i ’ ! 7’
i i | 7
I H H 4 R
: | ! v
i ! i (4
I 1 i v !
: ! ! ’ i
1 ! | v
i i L 1 4 A
VCM | Cu i Cu
§ 100% |
A ! i
G | |
c | 1
o ! i
o ! !
| 0% |
i a b / 5% i
b feedafenemie. / '
: ——— 0 —
tempsr ‘ temps# ‘ tempsr

Figure 1.5 - Isothermes de distribution.
1) Situation correspondant a l'invariance de |'isotherme de concentration; 2) situation pour la-
quelle la phase stationnaire est saturée — la montée du pic est plus rapide que sa descente;
3) situation inverse : la phase stationnaire retient trop le constituant, le temps de rétention aug-
mente, la montée du pic est moins rapide que sa descente. Pour chaque colonne, les fabricants
indiquent quelle est sa capacité limite (en ng/composé) avant déformation du pic. lllustrations
de ces trois situations a partir d’extraits de chromatogrammes réels.

Coefficient (ou constante) de distribution
de Nernst (K)

C’est le parametre physico-chimique de base en chromatographie qui quantifie le rapport
de concentration de chaque composé entre les deux phases en présence.

% Cs  concentration du soluté dans la phase stationnaire (1.7)
" Cy  concentration du soluté dans la phase mobile ’

Les valeurs de cette constante sont tres variables. Plus elles sont élevées, plus le soluté
est retenu. Elles dépendent, du moins pour la chromatographie liquide, de I’intensité
de trois types d’interactions : phase stationnaire/soluté, phase mobile/soluté et phase
mobile/phase stationnaire.

Comme toute constante d’équilibre, elle est fonction de la température. Elle est reliée
aux variations d’enthalpie libre (G), d’enthalpie (H) et d’entropie standard (S) de la
réaction d’échange par les relations suivantes :



© Dunod - Toute reproduction non autorisée est un délit.

e Efficacité d'une colonne

AGY = —RTInKy = AHY — TASY (1.8)

La détermination expérimentale de KT a deux températures différentes permet de calcu-
ler ces variations, dans I’hypothese ou les variations d’enthalpie et d’entropie standard
restent pratiquement les mémes entre ces deux températures. On peut écrire :
- AH2+AS‘} a_., (19)
nKr, = — — - .
n RT; ' R T

Connaissant KT a deux températures la relation 1.9 permet de calculer les termes a et b.

0
AHY

EE— 1.10 t b
a R ( ) el

Asy
=—" (1.11)

Généralement la variation d’enthalpie standard est négative. Il en est de méme pour la
variation d’entropie standard qui correspond a un gain d’ordre lorsque le soluté se fixe
sur la phase stationnaire.

e Efficacité d'une colonne

6.1 Efficacité théorique (nombre de plateaux théoriques)

A mesure que le soluté migre dans la colonne, il occupe une zone allant s’élargissant
(fig. 1.6). Cette dispersion linéaire o ¢, repérée par la variance 052 croft avec la distance
parcourue. Lorsque cette distance vaut L, longueur de la colonne, on pose :

of =H-L (1.12)

En rappel du modele de la théorie des plateaux de distillation, cette approche conduit a
la valeur de la hauteur équivalente a un plateau théorique H et au nombre N de plateaux
théoriques (N = L/H).

éluant 0  conc. dans colonne

chromatogramme

|

v
signal

! v P détecteur
. J<. .................... 4

Figure 1.6 - Dispersion d'un soluté dans une colonne.
La courbe de gauche correspond a une image isochrone de la concentration du composé élué a
I'instant considéré, et le chromatogramme de droite, a la variation de la concentration en sortie
de colonne en fonction du temps. tg et o sont dans le méme rapport que L et o,. L'efficacité N
peut donc étre calculée a partir du chromatogramme en mesurant o directement. Sur le graphe
ci-dessus on trouverait environ 100 plateaux théoriques.

»
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Donc, pour tout chromatogramme, a partir du pic d’élution d’un composé, dont on
pourra mesurer la variance au cours du temps o2, (0 = o/v ol v désigne la vitesse
moyenne d’élution d’un soluté) on pourra calculer pour ce composé I’ efficacité théo-
rique N (1.13) en fonction du temps de rétention g et en déduire la valeur de H en
sachant que H = L/N.

2 2 2
n=E_ L _& (1.13)
o2 o2? ol

Ces deux parametres sont accessibles de maniére indirecte a partir du pic d’élution du
composé. On mesure g et o dont le rapport a méme valeur que celui de L et de o
(1.13).

Sur le chromatogramme, o représente la demi-largeur du pic a 60,6 % de sa hauteur
et fg le temps de rétention du composé. fr et o doivent étre mesurés dans la méme
unité (temps, distances ou volumes écoulés, si le débit est constant). Si on exprime o en
unités de volume (en faisant intervenir le débit), 40 correspond au « volume du pic »
équivalent au volume d’éluant contenant 95 % du composé initialement injecté. Par suite
des propriétés de la courbe de Gauss (w = 40), il en résulte la formule 1.14. Les pics
étant assez souvent déformés a la base, cette dernicre est rarement employée : on utilise
de préférence la formule équivalente (1.15).

N est un parametre relatif, puisqu’il dépend a la fois du soluté et des conditions opé-
ratoires suivies. On choisit généralement un constituant qui apparait en fin d’analyse
chromatographique pour avoir une valeur repere, a défaut de savoir si la colonne permet
de réussir une séparation donnée.

1% %
N=16L% (1.14) N=554=R (1.15)
w? 2

Pour les pics asymétriques (ce qui est souvent le cas), on rencontre parfois la relation
empirique 1.16 pour calculer I’efficacité de la colonne :

IR 2
(a5)
(g +125)

wo,1 désigne la largeur du pic mesurée a 10 % de la hauteur (fig. 1.5).

N =417 (1.16)

6.2 Efficacité réelle (nombre de plateaux théoriques
effectifs)

Afin de comparer les performances de colonnes de conceptions différentes, vis-a-vis
d’un méme composé — c’était notamment le cas en CPG lorsqu’on voulait comparer
les performances d’une colonne capillaire et d’une colonne remplie — on remplace le
temps total 7R qui figure dans les expressions 1.13 a 1.15 par le temps de rétention réduit
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e Efficacité d'une colonne

t'r (voir fig. 1.7) qui ne tient pas compte du temps mort f); passé par le composé dans
la phase mobile. Les trois précédentes expressions deviennent :

13 13 17
Ngp=T5 (LI Ng=165  (118)  Nep=5545  (119)

Actuellement ces trois dernieres relations ne sont plus de grande utilité.
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Figure 1.7 - Facteurs de rétention et de séparation (ou facteur de sélectivité) entre deux
composés adjacents.

Chaque composé a un facteur de rétention qui lui est propre. o a lui seul, ne permet pas de
savoir si la séparation est réellement possible. Sur cette figure, le facteur de séparation est
d’environ 1,3.

6.3 Hauteur de plateau

La hauteur équivalente a un plateau théorique H a déja été définie (formule 1.4). Ce
parametre est calculé pour des composés de référence car il permet de comparer des co-
lonnes de longueurs différentes, bien qu’il ne s’agisse en aucune facon d’une constante.
Sa valeur dépend du composé choisi et des conditions de I’expérience.

En chromatographie gazeuse, on a longtemps utilisé une valeur corrigée appelée hau-
teur de plateau effectif H,y faisant intervenir I’efficacité réelle a la place de I’efficacité

théorique.
Le calcul de H a partir de I’efficacité réelle utilise I’expression 1.20 :
He = L (1.20)
Neg

Hauteur de plateau réduite. En chromatographie en phase liquide pour des co-
lonnes dont le remplissage est formé de particules sphériques, on rencontre assez
souvent un autre parametre, la hauteur de plateau réduite /4 qui tient compte du dia-
metre moyen le des particules. On élimine ainsi I’effet de la taille des particules afin de
comparer des colonnes dont le diametre moyen le est différent. Des colonnes de méme
hauteur de plateau réduite 4 conduisent a des performances voisines.

po L (1.21)
=3 .

13
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Grandeurs de rétention

7.1 Temps de rétention

La définition du temps de rétention a été précédemment donnée dans le § 2.

7.2 Volume d’'élution ou volume de rétention Vg

Le volume d’élution (de rétention) Vi de chaque soluté représente le volume de phase
mobile nécessaire pour le faire migrer d’une extrémité a I’autre de la colonne. Il cor-
respond sur le chromatogramme au volume de la phase mobile qui s’est écoulé entre
I’instant de I’injection et celui correspondant au maximum du pic. Si le débit & est
stationnaire, on a :

Ve=1tg 9 (1.22)

Volume d’un pic, Ve
Il correspond au volume de phase mobile dans lequel 95 % du soluté se trouvent dilués en
sortie de colonne. Il est égal, par définition, a :

Voie =w- 9 (1.23)
7.3 Volume de la phase mobile dans la colonne
(volume mort Vi)

Le volume de la phase mobile dans la colonne (encore appelé volume mort) Vi corres-
pond au volume interstitiel accessible. Il peut étre calculé a partir du chromatogramme, a
condition d’introduire un soluté non retenu par la phase stationnaire. On peut I’exprimer
en fonction de ty1 et du débit & :

Vu=ty-9 (1.24)

7.4 Volume de la phase stationnaire

Ce volume désigné par Vs n’est pas directement accessible a partir du chromatogramme.
Dans les cas simples on le calcule en retranchant du volume total interne de la colonne
vide le volume de la phase mobile. Une colonne, quelle qu’en soit sa conception, peut
toujours étre caractérisée par son rapport de phase  défini de la fagon suivante :

S (1.25)

7.5 Facteur de rétention k (ou de capacité)

Quand un composé de masse totale m est introduit dans la colonne, il se répartit en deux
quantités : myg dans la phase mobile et mg dans la phase stationnaire. Si on ne change
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pas les conditions opératoires, ces deux quantités demeurent constantes au cours de
sa migration dans la colonne. Leur rapport, appelé facteur de rétention, est indépendant
de la masse totale mr :

ms _ CsoVs Vs K 126
my  Cym-Vu Vu B

Le facteur de rétention k, encore appelé facteur de capacité, est un parametre trés impor-
tant de la chromatographie. Ce n’est pas une constante, bien qu’il ne varie pas avec le
débit ou la longueur de la colonne, car il dépend des conditions opératoires. k est dépen-

dant par K (coefficient de distribution de Nernst) de I’intensité des interactions soluté —

k=

phase stationnaire et par 8 de la conception de la colonne.

Pour cette raison il est quelquefois désigné par k* au lieu de k.

Ce parametre rend compte de la faculté plus ou moins grande de la colonne a retenir
chaque composé (capacité). Dans la mise au point des séparations on fait en sorte que k
ne dépasse pas 10, afin de ne pas trop allonger le temps d’élution des composés, — une
bonne valeur de k se situant aux alentours de 5.

L’expression facteur de capacité présente une possibilité de confusion avec la capacité d’une
colonne qui est la masse maximale de soluté que peut retenir la colonne sans étre saturée. Ce
facteur est donné par les constructeurs dans la description d’une colonne.

Approche expérimentale du facteur de rétention k. En s’appuyant sur le mo-
dele de Craig, on imagine que chaque molécule d’un composé passe alternativement de
la phase mobile (ou elle progresse a la vitesse de celle-ci), a la phase stationnaire (ou
elle est alors immobile). Sa vitesse moyenne de progression est donc d’autant plus lente
que le cumul des temps passés dans la phase stationnaire est plus grand.

Si on extrapole maintenant au cas de n molécules semblables de ce composé (I’échan-
tillon de masse mt), on admettra qu’a chaque instant, le rapport du nombre des ng
molécules fixées sur la phase stationnaire (masse mgs) et des ny molécules présentes
dans la phase mobile (masse myr), est le méme que celui des temps passés dans chaque
phase pour une molécule isolée. Les trois rapports suivants ont donc méme valeur :

s _ms _ s _ g
nyoo omy Iy

Prenons le cas d’une molécule qui passe les 3/4 de son temps dans la phase station-
naire. Sa vitesse moyenne sera quatre fois plus lente que si elle restait en permanence
dans la phase mobile. Par conséquent si 4 g de composé ont été introduits dans la co-
lonne, il y aura en moyenne et en permanence 1 g dans la phase mobile et 3 g dans
la phase stationnaire.
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