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I°)
Introduction


C’est vers les années 1950 que la chromatographie en phase gazeuse (CPG) a pris son envol avec la théorie de James et Martin concernant le partage d’un soluté entre une phase liquide et une phase gazeuse. Depuis l’évolution du matériel (le détecteur F.I.D en 1958), et des techniques (Colonnes de Golay dès1957) n’ont fait que renforcer le poids de cette technique dans les méthodes d’analyses courantes. Depuis 1980, l’utilisation des colonnes de Golay (colonnes capillaires) a supplanté l’utilisation des colonnes remplies. On trouve cependant encore beaucoup de normes faisant référence à des colonnes remplies. On verra dans ce chapitre que l’on peut utiliser, sans problèmes, des colonnes capillaires en substitution des colonnes remplies.
Le faible coût (relatif) des analyses, la rapidité de celles-ci (quelques dizaines de minutes), la facilité de mise en oeuvre et la sélectivité des phases, ont fait de cette technique, une référence unanimement utilisée dans de nombreux secteurs d’activités tels que l’analyse des gaz permanents (qualité de l’air), la chimie et parachimie (solvants, produits chimiques…) la pharmacie, l’environnement, l’agroalimentaire ou l’alimentation du bétail.

On peut ainsi, citer quelques normes d’application concernant la quantification des hydrocarbures volatils dans les graines oléagineuses (NF V 03-927), la détermination de la fraction stérolique dans les corps gras (NF T 60-232), les substances volatiles dans les jus de fruit (NF V 76-111), les anti-oxydants (BHA et BHT) dans les substances alimentaires 
    (NF T 60-237) et on pourrait en rajouter….. 


Aujourd’hui, la technique continue de progresser avec le couplage GC/MS qui consiste a associer une détecteur de spectrométrie de masse en sortie de four de chromatographe. Cette évolution est maintenant suffisamment élaborée pour en permettre une utilisation en routine pour des analyses pointues (environnement, dopage, médicament…) à des coûts relativement bas (L’investissement se situe aux alentour de 4-5000 €).

Afin de bien comprendre la technique et ses principaux facteurs, on va aborder, en détail quatre normes, par  leurs principes et les moyens utilisés.

11 Quantification de l’atrazine et de la simazine dans l’eau ((NF T 90-121)

Dans ce premier exemple, l’objectif est de quantifier la présence d’herbicides éventuellement présents dans des eaux souterraines. Parmi ceux-ci, deux sont particulièrement recherchés, la simazine et l’atrazine qui font tous deux parties des familles des triazines (1,2,4) et (1,3,5) dont les structures chimiques sont rappelées ci-dessous
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L’analyse de ces composés nécessite :



- Une étape d’extraction de la phase aqueuse au chlorure de méthylène


- Une phase de séchage et de concentration



- Une chromatographie en phase gazeuse, dans les conditions suivantes :




- Colonne DB5
L = 60 m 
Diamètre 0,32 mm
e = 0,25 µm




- Programmation de température :1mn à 50°C puis montée à 200°C

              à 20°C/mn, un pallier à 200°C pendant 10 mn puis montée à 250°C 
  à 5°C / mn


- Détecteur thermoionique.

Un exemple de chromatogramme est fourni ci-dessous :

12 Quantification des biphényls polychlorés (PcB) dans l’eau (NF T 90-120)

Ce second exemple s’applique à une autre famille de pesticides : les organochlorés  et les polychlorobiphényles en phase aqueuse. 
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La méthode comporte deux aspects :


- La préparation de l’échantillon








- Extraction à l’éther de pétrole (coupe organique apolaire)




- Concentration et purification sur colonne de silicate de magnésie 


  anhydre



- Séchage et concentration à 1ml



- La phase d’analyse par CPG dans différentes conditions :



a) Colonne capillaire CPSil5 

L = 25 m
Diam : 0,23 mm




     Injection en mode Split




     Programmation de température de 170 à 200°C à 1°C / mn




     Détection ECD




b) Colonne capillaire OV17

L  = 24 m
 Diam : 0,25 mm

                                        Programmation de 170 à 220°C à 1°C / mn




     Le reste est identique




c) Colonne remplie  Phase DC 550 à 2,5% sur Gaschrom Q 



     100/120 mesh
L = 2m
Diam : 1/4’’




     Isotherme 190°C




     Détection ECD




d) Colonne remplie OV17 à 1,5% et QF à 1,95%
L = 2m Diam :1/4’’



     Isotherme 210°C




     Détection ECD

Les quatre chromatogrammes ci-dessous illustrent ces quatre conditions opératoires (On notera, dès à présent la différence d’allure des pics entre colonne capillaire et colonne remplie).

13 Quantification des composés organiques volatils (COV) dans l’eau


     (NF T 90-125)

Cette méthode met en oeuvre une colonne capillaire CPSil5 à film épais (e = 5µm) avec un détecteur à capture d’électrons, avec un injecteur automatique utilisant le principe de l’espace de tête en mode statique (Head-Space) ? Appliquée aux eaux résiduaires, elle permet de quantifier des solvants résiduels (halogénés et polyhalogénés) à bas point d’ébullition.. Le chromatogramme ci-dessous illustre cette technique :

14 Quantification des acides gras constitutifs des corps gras sous forme d’esters

      Méthyliques (NF T 60-233 et NF T 60-234)

Enfin dernière technique étudiée, la quantification des acides gras constitutifs des lipides. Ces composés n’étant pas volatils, il est nécessaire de les transformer avant analyse chromatographique afin d’abaisser leur point d’ébullition.(Dérivatisation pré-colonne) . On reviendra sur cet aspect dans la cinquième partie de ce chapitre.

Les conditions analytiques sont les suivantes :






Colonne remplie Carbowax 20M 
L = 2m
Diamètre 1/8’’


ou colonne capillaire DB 20 
L = 15 m
Diam :0,32 mm
e = 0,5 µm


Four Isotherme 170°C
Injection en mode Split




Détection F.I.D  
La lecture de ces différents documents nous amène à un certain nombre de réflexions concernant la nature des phases stationnaires, la technique (colonne remplies, colonnes capillaires, le matériel (injecteurs, détecteurs, fours) et la dérivatisation, ce que l’on v aborder dans les paragraphes suivant.


II°)
Les phases stationnaires en colonne remplie

Premier élément de la séparation chromatographique, la phase stationnaire représente le pont essentiel de la séparation On se souvient, en effet que le soluté se ‘partage’ entre la phase mobile et la phase stationnaire, suivant l’équilibre :
Soluté Mob
(
Soluré Stat
Cet équilibre est déplacé dans un sens ou dans l’autre en fonction des interactions physico-chimiques du soluté avec ces deux média. Par rapport à la chromatographie liquide pour laquelle on a des interactions entre le soluté et la phase stationnaire, le soluté et la phase mobile, la phase mobile et la phase stationnaire, la chromatographie en phase gazeuse se simplifie dans la mesure ou il n’y a pas d’interactions entre la phase mobile et la phase stationnaire (gaz inerte H2, He, N2…) ni d’interactions physico-chimiques entre le soluté et la phase mobile. Les seules interactions qui restent (majoritaires) sont les interactions entre le soluté et la phase stationnaire, d’où l’importance de ce paragraphe.


En ce qui concerne le soluté, il pourra être à l’état gazeux, à l’état liquide ou en solution dans un solvant approprié de telle sorte qu’il soit injectable dans le chromatographe. La seule contrainte que l’on aura avec le soluté, dans les deux derniers cas, sera sa volatilisation (afin de pouvoir passer en phase  gazeuse).Cet aspect justifiera l’emploi de four de colonne, facteur que l’on abordera dans le paragraphe relatif au matériel.


En ce qui concerne la phase stationnaire, elle ne peut évidemment être gazeuse. Elle sera donc soit de nature solide et l’on parlera de chromatographie d’adsorption gaz-solide, soit de nature liquide adsorbé sur un support solide afin de pouvoir être immobilisée. On parlera alors de chromatographie d’adsorption gaz-liquide.

Contrairement à la chromatographie liquide, on ne pourra, ici, réaliser de chromatographie de surface. On ne rencontrera que de la chromatographie de volume. La ‘phase stationnaire est contenue dans un tube (colonne chromatographique) qui sera enroulé sur lui-même afin de pouvoir entrer dans le four de colonne. Le tableau, ci-dessous, présente quelques aperçus des différents matériaux et caractéristiques des différentes colonnes employées:
	Colonnes
	Matériau
	Diamètre
	Longueur
	Avantages
	Inconvénients

	
	Verre
	1/8’’
	2m – 4m
	Visualisation
	Fragilité

	Remplies
	Cuivre
	1/4’’ – 1/8’’
	2m – 4m
	Mise en forme aisée
	Réactivité chimique

	
	Inox
	1/8’’ – 1/4 ‘’
	2m – 4m
	Inertie chimique
	Coût

	
	Verre
	< 1 mm
	10 – 100m
	Inertir chimique
	Fragilité

	Capillaires
	Silice fondue
	< 1 mm
	10 – 100m
	Possibilité de greffage
	Fragilité

	
	Silice gainée
	< 1 mm
	10 – 100m
	Non fragile
	Coût


Actuellement on n’utilise que des colonnes remplies en inox ou des colonnes capillaires.
En ce qui concerne les phases stationnaires solides, elles constituent directement le matériau de remplissage de la colonne. Il suffit alors de fermer les deux extrémités par des cotons de verre pour immobiliser la phase stationnaire dans le tube pour constituer la colonne chromatographique, il suffira ensuite de connecter celle-ci d’un coté à l’injecteur et de l’autre au détecteur.
En ce qui concerne les phases stationnaires liquide, il est nécessaire de les immobiliser sur un support solide inerte. C’est l’ensemble ‘support inerte’ + phase stationnaire qui constituera le matériau de remplissage de la colonne. 

Ces  supports sont des diatomées (squelettes d’algues monocellulaires) comparables à des silices. De polarités variables (P,G,W…), elles permettent l’adsorbtion ‘irréversible’ de la phase stationnaire. Elles seront donc caractérisées par leur surface spécifique, leur résistance mécanique et leur granulométrie.

On notera, au passage, que si dans le cas de la chromatographie liquide (HPLC) on utilisait des phases de faibles granulométries (5 – 10 µm), dans le cas de la chromatographie en phase gazeuse, on utilise des granulométrie plus élevée et de répartition plus large 

 (150-175µm)Cette granulométrie des support est en général exprimée en m.e.s.h qui est l’unité américaine d’expression des granulométrie (cela traduit le nombre de fil de cuivre calibré que l’on a sur un tamis de un pouce : Plus le nombre est élevé, plus la maille est fine une granulométrie de 175 -150 µm correspond à 80 -100 mesh). Cet aspect, lié à la faible visocsité des gaz, conduit à des pertes de charges faibles dans les systèmes chromatographiques(1 à 2 bars en colonne remplie et quelques psi en colonne capillaire : 

1 psi # 0,07 bars encore une unité anglo-saxonne : One Poud per Square Inche).

Enfin, en ce qui concerne ces supports, on utilisera des taux d’imprégnation variable de 2 à 30% en fonction des solutés  et des interactions mises en œuvre. On comprendra aisément que pour des solutés présentant des interactions fortes on aura intérêt à diminuer le taux d’imprégnation alors que pour des solutés très volatils et présentant des interactions faibles, on devra augmenter celui-ci. On retrouvera cette notion en chromatographie capillaire au niveau de l’épaisseur des films.

21 Les phases stationnaires
D’une manière synthétique, on peut les classer en cinq catégories : L’une concerne les adsorbants, les quatre autres les phases liquides



211 Les adsorbants

Parmi ceux-ci, on sépare les adsorbants minéraux (Zéolithes, Tamis moléculaires, charbon actif) et les adsorbants organiques qui sont des copolymères styrènes-divinylbenzène, plus ou moins réticulés (Tenax, Porapack…). Leurs applications principales concernent l’analyse des gaz permanents (SOx, NOx, COx, l’air…) et les molécules de petites tailles facilement volatilisables(de C1 à C4)



212 Les hydrocarbures ramifiés

Ce sont des hydrocarbures plus ou moins ramifiés, de haut poids moléculaires qui leur confère une forte viscosité. Apolaires, ils servent de référence dans la classification des phases stationnaires. Iles sont principalement utilisés pour la séparation de composés apolaire

 L’exemple le plus simple est le squalane (sesquiterpène): 
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213 Les polysiloxanes

Ce sont des polymères de silicone ‘End-capés’, dont certains groupes CH3 peuvent être substitués par des groupes de fonctionnalité différentes (phényl, cyanopropyl…).Par la nature des substituants et le degré de polymérisation, on obtient des phases de polarités variables que l’on rencontre (en fonction des fournisseurs) sous le nom de SE30, SE54.(Général Electric) ;.OV17, OV225 (Ohio Valley Specialty) en ce qui concerne les colonnes remplies et DB1 (Dow Chemical) Silar 5Cp (Silar) CpSil 5, CpSil88 (Chrompack). La structure de ces polysiloxanes est présentée ci-dessous :
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Quelques exemples de phases sont présentées ci-dessous :



214 Les polyéthylènes glycols

Connues sous le nom de Carbowax et FFAP, en colonne remplies, elles ont leurs équivalent en capillaire sous le nom de CPWax, DB20.. ; Elles présentent un caractère polaire plus ou moins marqué en fonction des degré de polymérisation  (ou de copolymérisation entre l’éthylène glycol et le propylène glycol :
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215 Les polyesters

Ce sont des polyesters de polyols (éthylèneGlycol, Butanediol) de polarité médiane et forte, parmi lesquels on peut citer les phases DEGS (DiéthylèneGlycolSuccinate), EGA (EthylèneGlycolAdipate) très utilisés auparavant pour la séparation des esters méthyliques d’acide gras (FAME).

Il existe d’autres phases stationnaires plus ou moins spécifiques qui ne sont pas présentées dans ce chapitre.

La multiplicité de ces phases a amené les chercheurs à établir une classification afin de permettre un choix raisonné de la phase en fonction de la nature des solutés à séparer et de la complexité de la matrice.. Cette classification, qui repose sur une échelle de polarité, est le fruit de constats expérimentaux quand au comportement des solutés dans un système chromatographique. Cet aspect est présenté dans le paragraphe suivant.


22 Les indices de Kovat’s



221 Rétention en série homologue et droite de similitude

Pour un système chromatographique donné,dans des conditions isothermes et pour une série homologue, la rétention des solutés est une fonction du nombre de carbone de la chaîne hydrocarbonée du soluté considéré, ce que l’on peut écrire :

Log10 tr’ = a * n + b

Expression dans laquelle tr’ représente la rétention réduite, c'est-à-dire la rétention (tr) diminuée de la rétention nulle (t0). N représente le nombre d’atome de carbone de la chaîne hydrocarbonée du soluté, a et b sont des constantes propres à la série homologue.
Reste à définir la notion de série homologue. On peut définir une série homologue comme un ensemble de solutés de même nature chimique, ne différants les uns des autres que par le nombre d’atomes de carbone de leur chaîne principale. Quelques exemples , ci-dessous, illustrent ce propos :


Série des alcools linéaires primaires : CH3-(CH2)n-CH2-OH
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Ces alcools constituent les quatre premiers termes de la série des alcools linéaires primaires. 
Série des alcools primaires iso : (CH3)2-CH-(CH2)n- OH

:  
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Ceux-ci constituent les premiers termes d’une autre série homologue (a’ et b’ seront différents de a et b)

En tenant compte des différentes fonctionnalité que peuvent posséder les molécules, des différents isomères possibles (position, optique, cis-trans…) on se rend compte que le nombre de série homologue est très vaste, mais conserve son utilité. En effet, dans une entreprise, le secteur d’activité fait que le nombre de solutés rencontrés (ou le nombre de famille) est relativement restreint , ce qui conserve à la technique son applicabilité.
Si on regarde le comportement chromatographique d’une série homologue, par exemple les esters méthyliques d’acide gras, pour une phase stationnaire donnée, dans un système chromatographique donné (Appareil, température, débit…), on observe le résultat suivant :

Série homologue : 
CH3-(CH2)m-COO-CH3
Dans les conditions chromatographiques utilisées t0 = 3,1mn et la rétention des différents acides gras de C14 à C20 est présentée dans le tableau ci-dessous :

	Nom
	m
	n
	Tr (mn)
	Tr’ (mn)

	Myristique
	12
	14
	5,2
	2,1

	Palmitique
	14
	16
	6,7
	3.6

	Stéarique
	16
	18
	10,2
	7.1

	Eicosanoïque
	18
	20
	15,7
	12.6



[image: image8.emf]log tr' = f(n)

y = 0,1315x - 1,5274

R2 = 0,9982

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

0 5 10 15 20 25

n


On constate une relation linéaire du type log10 k’ = 0,131 n – 1,527
R² = 99,8 %

On obtient ce que l’on appelle une droite de similitude qui traduit le comportement d’une série homologue sur un système chromatographique donné.

Deux applications peuvent être trouvée à cette droite de similitude :

· La prédiction de la rétention

A partir de cette courbe, on peut prévoir le comportement chromatographique des autres solutés de la série homologue (C17, C22…). Il suffit d’élever la verticale à n donné et d’intercepter la courbe pour obtenir, sur l’axe des ordonnées le logarithme décimal de sa rétention réduite. Attention ceci n’est pas applicable aux faibles valeurs de n (< 12).

· L’identification d’un pic chromatographique inconnu

La seconde utilisation permet une approche d’identification d’un pic chromatographique inconnu que l’on suppose être un acide gras de cette série homologue. Connaissant sa rétention, on peut calculer sa rétention réduite ainsi que le logarithme. En reportant cette valeur sur l’axe des ordonnées, et en interceptant la courbe, on peut voir si ce point correspond à une valeur entière de n ou non. Dans le cas positif, en multipliant l’essai sur divers systèmes chromatographiques, si on retrouve une valeur de n constante, on a une forte présomption d’identification.

Le nombre de familles homologues est très important. De plus, le nombre de systèmes chromatographiques est également très important (trio phases stationnaires, température, débit), ce qui rend le nombre de droite de similitude quasiment infini. On s’affranchit de ce problème en introduisant la notion d’indice de Kovat’s également appelés indices de rétention.



222 Les indices de rétention

Kovat’s a choisi une série homologue particulière comme série de référence : Il s’agit de la série des n alcanes saturés de formules CH3-(CH2)n-CH3 n étant supérieur à 3 (en dessous, ils sont gazeux). Pour cette série, il utilise la droite de similitude par rapport au système chromatographique utilisé et il  attribue à chacun un indice I = 100 (n+2), soit :

	Alcane
	n
	I

	Hexane
	4
	600

	Octane
	6
	800

	Dodécane
	10
	1200

	Heptadécane
	15
	1700

	Eicosane
	18
	2000


Il trace alors la droite de similitude pour la série des n alcanes en portant log10tr’ en fonction de I (et non plus de n). 
Il peut alors injecter n’importe quel soluté sur son système chromatographique. Pour celui-ci , il obtient un temps de rétention (tr) ce qui, connaissant t0, lui permet de calculer tr’ et de reporter le logarithme décimal de cette valeur sur son graphe. A l’interception de la droite, il obtient alors une valeur de I. Par exemple I = 827. Ceci signifie que, pour le système chromatographique donné, le soluté se comporte comme un alcane linéaire (fictif) qui posséderait 8,27 atomes de carbone.

Ce système présente le premier avantage de s’affranchir du débit de phase mobile. De plus une seule droite de similitude (par couple phase stationnaire/température) suffit pour caractériser tous les solutés.
L’intérêt majeur de cette technique est la possibilité d’identification d’un soluté inconnu.

En le chromatographiant sur plusieurs systèmes chromatographiques (3 par exemple) on va obtenir un trio d’indice de rétention pour ce soluté. En comparant ce trio à ceux accessibles dans des tables on pourra identifier de manière relativement précise notre soluté (La probabilité que plusieurs solutés aient le même trio de valeur sur trois systèmes chromatographiques différents est faible, cependant, si le doute persiste, o, peut augmenter le nombre de système chromatographique). L’exemple, ci-dessous, illustre ce propos.

Soit un soluté X possédant les indices suivants sur trois systèmes notés I, II et III : 845, 1024 et712. En le comparant à la littérature, on relève les données suivantes pour quelques solutés identifiés,( par rapport aux mêmes systèmes chromatographiques) :

	Solutés
	Pentanone
	Cyclohexanol
	Acide butyrique
	Chhloropentane

	I(I)
	845
	852
	827
	595

	I(II)
	1030
	1025
	910
	1052

	I(III)
	827
	710
	720
	710


On constate que le premier système chromatographique permet d’éliminer seulement le chloropentane. Le second ne permet d’éliminer que l’acide butyrique. Le troisième ne permet d’éliminer que la pentanone. La combinaison de ces trois systèmes ne permet de conserver que le cyclohexanol. On aura donc une forte présomption que le composé X soit du cyclohexanol.
La ‘popularisation’ de la spectrométrie de masse’ couplée à la chromatographie gazeuse supplante, aujourd’hui, fréquemment cette technique d’identification.

La seconde application de ces indices de rétention a été réalisée par Mac-Reynold’s et Rohrschneider pour classer les phases stationnaires, ce que l’on va aborder dans le paragraphe suivant.


23 Classification des phases stationnaires suivant leur polarité

Mac Reynold’s et Rorhschneider ont utilisé les droites de similitude et la notion d’ indice de rétention pour classer les phases stationnaires suivant leur polarité.
Pour ce faire, ils ont défini arbitrairement une phase de référence qui est la phase squalkane qui a un caractère apolaire. Pour cette première phase, dans des conditions de température donnée, ils ont tracé la droite de similitude pour la série des n alcanes saturés.

Pour une seconde phase stationnaire (phase étudiée), ils ont, dans les mêmes conditions de température, tracé également la droite de similitude de la série des n alcanes saturés.

Ils ont alors défini une série de 5 solutés de références, caractérisant cinq grandes familles de produits auxquels ils ont rattaché une lettre:

	Soluté
	Lettre
	‘Famille’

	Benzène
	X’
	Composés insaturés et faiblement polaires

	N butanol
	Y’
	Composés polaires

	Pentanone
	Z ‘
	Composés moyennement polaires

	Nitropropane
	U’
	Petites molécules polaires

	Pyridine
	S’
	Composés hétérocycliques


Chacun de ses solutés ont été injectés dans les deux systèmes chromatographiques, on a ainsi pu déterminer pour chacun d’entres eux un couple d’indice de rétention (Iphase et Isqual.).
La valeur de la lettre (X’, Y’ …) est égal à la différence de l’indice de rétention du soluté sur la phase étudiée et sa valeur sur la phase sualane.

Par exemple 


X’ = (Ibenzène)phase – (Ibenzène)squalane
Et ainsi de suite pour les quatre autres solutés.
La polarité globale de la phase est alors égale à la somme de ses cinq termes 

P = (X’ + Y’ + Z’ + S’ + U’)

L’échelle de polarité varie ainsi de 0 (pour la phase squalane) à 5000 environ pour la phase OV 275..
A ces cinq premiers solutés se sont rajoutés cinq autres molécules, le méthyl 2 pentanol 2 représentatif des alcools tertiaires (H), l’iodobutane (J) représentatif des dérivés halogénés, l’octyne 2 (K) représentatif des dérivés acétyléniques, le dioxane 1- 4 (L) représentatif des hétérocycles oxygénés et le cis hydrindane (M) représentatif des isoméres cis-trans. Seuls les premiers restent retenus pour la classification des phases.

Quelques exemples de données (par polarités croissantes) sont présentées dans le tableau ci-dessous ::

	Phase
	X’
	Y’
	Z’
	S’
	U’
	(
	Tmin°C
	Tmax°C

	Squalane
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	20
	150

	SE 30
	15
	53
	44
	54
	41
	217
	50
	350

	Didécylphtalate
	136
	256
	213
	320
	235
	1159
	20
	150

	Carbowax 20M
	322
	536
	368
	572
	510
	1308
	60
	225

	OV 275
	656
	1001
	895
	1177
	1099
	4838
	50
	250



24 Choix raisonné des phases stationnaires
Intuitivement, il est lié aux affinités entres les solutés et les phases stationnaires. Globalement les premiers sont classés en cinq groupes :

Catégorie I
   Catégorie II

Catégorie III

Catégorie IV

Catégorie V

Eau

  Alcools

Ethers


Dérivés halogénés
Hydrocarbures
Polyols

  Acides gras

Cétones


Aromatiques

Mercaptans
Amino-alcools
  Phénols

Aldéhydes

Oléfines


Sulfures
Hydroxy-acides
  Amines (I et II)

Esters


Acétyléniques
Polyphénols
  Oximes

Amines (III)
De même, les phases stationnaires sont classées en quatre catégories :

Catégorie A

Catégorie B

Catégorie C

Catégorie D

OV 275


XE 60


Polyéthers

SE 30

FFAP


OV 225


Polyesters

OV 17

Carbowax 20M







Squalane

Un principe de base veut que les interactions seront d’autant plus fortes que solutés et phases stationnaires appartiendront à des familles de polarités voisines.

Ainsi des solutés très peu polaires (V) seront séparés sur des phases stationnaires peu polaires (D). A l’inverse, des solutés très polaires (I) seront plutôt mieux séoarés sur des phase très polaires (A). Dans ces cas idéaux, les solutés seront élués en fonction de leur point d’ébullition.  
Par contre on ne pourra pas séparer des composés polaires (I) sur des phases stationnaires apolaires (D) et inversement (sauf si leur point d’ébullition sont très éloignés.

Dans la pratique, on a bien souvent des mélanges complexes de solutés de polarités variaibles, ce qui rend l’utilisation de phases médianes (B et C) relativement universelles. Pour compléter ce panorama, il ne faut pas hésiter à se référer auprès des fournisseurs qui disposent d’une certaine expérience (et de leurs propres laboratoires d’application) pour faire le choix le plus adapté aux solutés analysés dans la matrice étudiée.
III°)
Transposition colonne remplie / colonne capillaire
Si les colonnes capillaires, (colonnes de Golay), ont vu leur apparition au niveau recherche dès les années 1957- 1960 ; leur utilisation en routine a été beaucoup plus longue. Des problèmes liés à la quantité injectée, à l’immobilisation de la phase stationnaire sur le tube, de technicité de réalisation industrielle de tubes de faible diamètre régulier sur des longueurs importantes, ont fait que cette technique a du attendre les années 1975-1980 pour se répandre dans tous les laboratoires. Aujourd’hui, on constate le phénomène inverse à celui observé il y a près d’un demi-siècle, à savoir qu’il est maintenant difficile de trouver un chromatographe équipé en colonne remplie (encore moins en verre).Si le concept chromatographique reste le même, il existe une différence fondamentale entre les colonnes remplies et les colonnes capillaires (exceptées les colonnes capillaires remplies) :
· Dans le premier cas, le tube est rempli de particules de support imprégné de phase stationnaire

· Dans le second, la phase stationnaire est ‘imprégnée, immobilisée’ ou gréffée sur la paroie interne du tube, ce qui laisse un passage intérieur pour le débit de gaz vecteur
En ce qui concerne la nature des phases, on verra par la suite que l’on retrouve les mêmes familles, en nombre plus limité, ce qui rend les opérations de mises au point plus faciles (et l’investissement aussi)Les différences essentielles vont être liées à la géométrie (longueur et diamètre), à l’épaisseur du film déposé sur les paroies du tube (correspond au taux d’imprégnation en colonne remplies), à la charge en soluté et, par voie de conséquence à l’efficacité (et la résolution).

31 Différences géométriques

On a vu dans le paragraphe précédent que les colonnes remplies avaient des diamètres de ¼ ou ½ pouce. Dans le cas des colonnes capillaires, on est en présence de diamètres plus petits, tous inférieurs au millimètre. 
En ce qui concerne les longueurs de colonne, si il est aisé de spiralé un tube de 2m et de diamètre de 1/8ème de pouce, il l’est beaucoup moins pour un tube de 30 ou 60m. Le fait d’avoir des colonnes de plus faibles dialètres a permis d’utiliser de plus grandes longueurs de colonnes, et on a pu le voir précédemment, l’efficacité (N) est une grandeur croissante en fonction de la longueur (attention ce n’est pas linéaire). On peut comparer ces deux aspects dans le tableau suivant :
	
	Colonne remplie
	Colonne de Golay

	Phases
	Très variées
	Nb + restreint car domaines d’applications plus élargi

	Longueurs
	2 – 4 mètres
	10 -100 mètres

	Diamètres
	1/8ème – ¼ ‘’
	0,53 – 0,32 – 0,25 et 0,1 mm*

	Efficacité
	1000 -2000 plateaux / m
	2000 – 5000 plateaux / m


* diamètres internes
32 Classification des colonnes de Golay

. Parmi les colonnes capillaires, on rencontre cinq familles de colonne :celles-ci sont réparties en deux familles (3 + 2) selon la taille des colonnes :

· Les colonnes de Golay (0,32 et 0,25 mm)

Leur utilisation est universelle. Elles imposent des modifications sur les chromatographes au niveau de l’injection et de la détection en fonction du détecteur utilisé (partie IV°). Beaucoup plus résolutives que les colonnes remplies, ells conduisent à des pics plus fins, donc mieux résolus, et, en général des temps d’analyses plus courts.

Elles existent en quatre versions (selon la nature des phases :

· WCOT (ou COT) (Wall Coated Open Tubular column) pour lesquelles la phase stationnaire est imprégnée à la surface interne du tube.


· SCOT (Support Coated Open Tubular column) pour lesquelles la phase stationnaire est immobilise à la surface interne du tube.
· PLOT (Porous Layer Open Tubular columc) pour lesquelles une couche poreuse de phase stationnaire est immobilisée à la surface interne du tube

· Micropacked column qui sont les équivalents des colnnes remplies en version capillaire (plutôt dans les gros diamètres : 0,32 et 0,53 mm)

Le schéma suivant illustre ces différents concepts, comparativement à une colonne remplie :

· Les colonnes Wide Bore et les  colonnes Narrow-Bore (0,53 mm et 0,1 mm)

Les Wides Bores sont pratiques car elles sont directement adaptables sur des chromatographes préalablement équipés pour recevoir des colonnes remplies. Moins résolutives que les précédentes, elles acceptent des débits de phase mobile équivalents à ceux utilisés en colonne remplie, ce qui ne justifie pas l’utilisation d’injecteurs diviseurs (partie IV° : l’injection) ni de make-up (partie IV°) la détection).

Les Narrow-Bores, de développement plus récents trouvent leurs applications dans la chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC / MS). Plus résolutives, elles ne supportent que des quantités de solutés plus faibles

.

 
33 Quelques notions fondamentales
Deux notions fondamentales sont importantes en chromatographie capillaire pour comprendre ses avantages :

· La perméabilité de la colonne k

 Ce terme joue directement sur la perte de charge (P observée dans la colonne ce qui se traduit par des vitesses linéaires de phases mobiles sensiblement identiques à l’entrée et à la sortie de la colonne. Concrètement cela se traduit par  des possibilité d’augmenter la longueur de la colonne et par voie de conséquence, d’augmenter l’efficacité (N).
De plus, la vitesse linéaire étant proportionnelle au carré de la pression d’entrée 

( u = k Ps (Pe²-1)/ 2(L) , on a , par ce biais, possibilité d’augmenter la vitesse linéaire de la phase mobile, et , par voie de conséquence, de diminuer la durée des analyses.

U représente la vitesse linéaire de la phase mobile, k la perméabilité de la colonne, Ps et Pe les pressions de sortie et d’entrée dans la colonne, L la longueur de la colonne et ( la viscosité de la phase mobile.

· Le rapport de volume de phase stationnaire sur celui de phase liquide (
Second terme important, ( = VG / VL. Ce facteur traduit le rapport entre le volume de phase gazeuse et celui de phase stationnaire (imprégnée sur la parois interne). Comme on peut le concevoir, ce rapport est fonction du diamètre de la colonne dc et de l’épaisseur du film de phase stationnaire ef.:

( = dc / 4ef.
Pour ordre d’idée, 5 < ( < 100 pour des colonnes remplies
et 10 < ( < 1000 pour de colonnes COT. 

De plus ( est relié à la rétention par la relation :

Tr = t0 (1 + K/()

Expression dans laquelle t0 représente la rétention nulle et K la constante de partage. Il s’ensuit que la rétention est directement proportionnelle à l’épaisseur du film :

Si ( augmente, tr diminue et inversement. Mais si tr diminue, on pourra alors travailler à des températures plus basses (ce qui augmente tr)

Ainsi, pour des analyses rapides, ou pour des substances lourdes, on utilisera des colonnes à ( élevés. A l’inverse, pour des substances volatiles on utilisera des colonnes à ( faibles.

Concrètement, ce phénomène se traduira par le choix de l’épaisseur du film de phase stationnaire (ce qui est équivalent au taux d’imprégnation dans le cas des colonnes remplies) :

Pour des analyses rapides (ou pour des substances lourdes) on choisira des films minces (0,1 -0,5 µm)

Pour des analyses de substances volatiles, on utilisera des films épais (1 – 5 µm) Dans le cas de films très épais, on sera attentifs aux problèmes de ‘Bleeding’  (élimination progressive de la partie externe de la phase stationnaire par entraînement dans la phase mobile)
Schématiquement, on peut résumer les avantages et inconvénients des différentes épaisseur de film :

· Les films minces offrent de meilleures performances. Ils permettent une réduction du temps d’analyse et la possibilité d’analyse de composés lourds. Ils présentent l’inconvénient de ne supporter que de faibles charges (en soluté) ce qui restreint leur utilisation pour l’analyse de traces. De plus la faible épaisseur du film peut entraîner des possibilités d’interactions physico-chimiques avec la surface de la colonne, ce qui se traduit par des traînées de pics.

· Les films épais trouveront leurs applications dans l’analyse de composés volatils et dans l’analyse de traces avec comme inconvénient la possibilité de ‘Bleeding’.
· Les films ultra épais seront réservés à l’analyse de trace par  chromatographie multi-dimentionelle

Les différentes courbes, ci-dessous illustrent ces propos

IV°)
Le Chromatographe en Phase Gazeuse
Dans le cas de la chromatographie en phase gazeuse, la phase mobile est ‘auto-mobile’ par sa simple détente. Elle ne justifie donc par de pompe pour son transfert vers la colonne. Hormis les élements de traitement de l’information (intégrateurs, calculatuers, stations de pilotage…) communs à tous les systèmes chromatographiques, trois éléments retiennent notre attention :

· L’injecteur : On en a vu de différents types dans les quatre exemples précités

· Le four de colonne : On a vu des analyses réalisées en isotherme, d’autres en programmation de température.

· Le détecteur : On en a vu de différents types, FID, ECD, Thermoionique…

Ce sont ces trois points que l’on va aborder succinctement dans ce paragraphe.


41 Les Injecteurs en colonne remplie et en colonne capillaire

Il joue le rôle d’interface pour l’introduction de l’échantillon dans la colonne chromatographique. Dans le même temps, il assure sa vaporisation, ce qui explique qu’il se situe dans une enceinte chauffée (à une température supérieure à celle de vaporisation des solutés étudiés). Dans le cas idéal, il doit autoriser une représentation qualitative et quantitative de l’échantillon analysé (Attention aux problèmes de dégradation thermique). Enfin, inerte chimiquement, il doit être accessible financièrement (coût le plus bas).


411 Colonnes remplies : L’injecteur à septum

C’est le cas le plus simple : L’échantillon est introduit dans une chambre de vaporisation à l’aide d’une micro seringue (0,5 à 1µl) au travers d’un septum. Dans la chambre de vaporisation, les solutés passent à l’état vapeur et sont entraînés vers la colonne chromatographique. Un exemple d’injecteur de ce type est présenté ci-dessous.

Il trouve son application en colonne remplie et également en colonne Wide-Bore qui supporte des charges (en solutés) relativement comparables). 


412 Colonnes capillaires : L’injection avec division (Mode Split)

En colonne capillaire, les charges supportables par la phase stationnaire sont beaucoup plus faible. Or, la technologie ne nous permet pas d’injecter des volumes inférieurs à 0,1 µl. Aussi, on utilise un artéfact qui consiste à diviser la quantité envoyée vers la colonne par rapport à la quantité injectée dans le chromatographe. Cette division est réalisée par un débit de fuite au niveau de l’injecteur. Le schéma, ci-après illustre ce montage et on peut voir l’effet du débit de fuite sur l’allure du pic chromatographique.

Ce type d’injecteur présente des avantages et des inconvénients qui ne seront pas abordés dans ce cours. Une variante consiste à utiliser le mode Splitless (sans division, vanne de fuite fermée pendant un certain temps

Les schémas suivants comparent les deux types d’injecteurs et les résultats obtenus pour un même échantillon :
Il existe d’autres types d’injecteurs qui ne seront pas détaillés dans le cadre de ce cours comme par exemple, l’injecteur ‘on column’, l’injecteur à aiguille de verre ou l’injecteur à température programmée.

Ces techniques  peuvent être complétées par une automatisation de l’injection qui fait alors appel à une vanne six voies (au minimum) et par des techniques de préparation ‘in situ’ de l’échantillon (technique d’Head-Space) que ce soit en mode dynamique ou en mode statique comme ci-dessous

42 Le Four de colonne
L’équilibre de partage du soluté entre la phase mobile et la phase stationnaire, comme tout équilibre, est fortement sensible à la température surtout à l’échelle considérée. Ceci implique d’avoir des températures parfaitement régulées, qu’elles soient constantes ou évolutive au cours de l’analyse. Ce facteur justifie de placer les colonnes chromatographiques dans une enceinte thermostatée (four de colonne).

La température de colonne a une incidence directe sur la rétention (par le facteur de capacité). On peut considérer approximativement qu’une élévation de température de 20°C provoque une chute du facteur de capacité k’, d’un facteur 2 (ce qui se traduit par une diminution de moitié du temps de rétention, sauf pour les premiers pics).

Deux modes d’analyses sont utilisées :

· Analyses isothermes : La température est maintenue constante tout au long de l’analyse. Dans ces conditions, certains solutés peuvent présenter (espèces peu volatiles) peuvent présenter des rétentions très importantes. On aura alors intérêt (écnomiquement et pour l’allure des pics) à augmenter la température.

· Analyse en gradient de température : Les premiers solutés de la matrice étant élués, on augmente progressivement (en fonction de la matrice) la température du four jusqu’à ce que tout les solutés de la matrice soient élués.

Les profils de gradient de température sont liés à la complexité de la matrice. Ceci est illustré dans les exemples des paragraphes 12,13 et 14  
On n’oubliera pas que les phases stationnaires ont un domaine d’application (en température). On ne doit pas se situer en dessous de la température minimum afin d’éviter la cristallisation de la phase ni se situer au dessus de la température de la phase pour éviter les problèmes de dégradation ou de volatilisation de la phase. On comprendra aisément que pour les basses température, la viscosité de la phase augmente, ce qui rend les transferts phase stationnaire / phase mobile, plus difficile. Il  sera donc toujours nécessaire de trouver des compromis.

Les trois chromatogrammes, ci-dessous illustrent cet aspect température :Le premier concerne la série des n alcanes, le second le profil chromatographique de l’essence super et le troisième le gazoil .

Le gradient de température est le suivant :

30 mn en isotherme à 80°C puis montée à 270°C à raison de 5°C / mn , isotherme à 270°C pendant 10 mn puis retour aux conditions initiales.
L’isotherme à 80°C  permet la séparation des principaux constituants de l’essence (alcanes linéaires et ramifiés de C6 à C10. 

La programmation  jusqu’à 270°C permet la séparation des principaux constituants du gazoil (de C11 à C20)

Cette méthode était utilisée pour déterminer l’origine criminelle ou accidentelle d’un incendie (Les autres combustibles ont profils également caractéristiques)
Chromatogrammes

 d’alcanes


      d’essence (super)

                      de gazoil




43 La détection

Les détecteurs sont regroupés en deux classes I et II. Pour les détecteurs de classe I, la réponse est proportionnelle à la concentration. Pour les second, la réponse est rpoportionnelle au débit massique (Dans ce cas, une variation du débit de phase mobile entraîne une variation de réponse à injection identique).
Par rapport au bruit, B1 et B2 (B1 bruit à court terme lié au détecteur et B2 bruit à long terme lié au détecteur et au système chromatographique), on définit la sensibilité du détecteur s définie par :
SI = signal / Concentration 
et
SII = Signal / débit massique

La limite de détection est définie par Q = 2 B2.

Le tableau de la page suivante présente les principaux détecteurs utilisés en chromatographie en phase gazeuse. Parmi ceux ci, on retiendra le catharomètre, le détecteur à ionisation de flamme, le détecteur à capture d’électron et, pour le domaine agro alimentaire, le détecteur thermoionique.  Historiquement, le plus ancien est le détecteur à densité gazeuse (le moins sensible) et le plus élaboré le détecteur par spectrométrie de masse.



431 Le détecteur catharométrique.

C’est un détecteur universel, peu sensible, basé sur les modification de conductibilité électrique d’un filament en atmosphère gazeuse. Présenté sous forme d’un pont de Wheastone, c’est un détecteur différentiel à caractère non destructif. 



432 Le détecteur à ionisation de flamme : F.I.D
Universel, excepté pour les gaz permanents et les composés inorganiques, il est plus sensible que le détecteur catharomètrique. De plus, c’est un détecteur destructif. En effet, dans la flamme, on va brûler l’effluent de la colonne. Lors de cette combustion, comme dans toute combustion, on va avoir production de radicaux R( dont certains vont s’ioniser suivant la réaction :

R(
(
R+ + e-

Ce sont les électrons produits qui vont être captés par l’électrode collectrice, ce qui va générer un courant mesuré par l’électromètre. Ce signal sera amplifié puis transformé en signal analogique / numérique pour être transcrit sur l’intégrateur. Le schéma de principe est présenté ci-dessous :
Attention, ce détecteur est un détecteur de classe II dont la réponse est proportionnelle au débit massique, ce qui justifie la constance du débit de phase mobile entre l’étalonnage et la mesure.

Lors de l’utilisation de colonnes capillaires, les débits colonnes sont très faibles, de l’ordre du ml / mn, ceci justifie l’apport d’un gaz auxiliaire au niveau du détecteur afin d’améliorer la réponse de celui-ci. Cet apport est appelé le ‘make-up’, pour avoir un débit volumique de l’ordre de 30 ml/mn.
La réponse d’un tel détecteur est lié à la structure moléculaire du soluté. Le tableau, ci-dessous, montre quelques exemples d’incréments de contribution à la réponse en fonction des atomes constitutifs :



433 Le détecteur à capture d’électrons E.C.D
Un, si ce n’est, le plus sensible des détecteurs (0,1 picogramme), l’ECD est un détecteur spécifique des dérivés halogénés et polyhalogénés. On en retrouve l’utilisation dans la quantification des PcB, des COV et des herbicides organo-chlorés. Ce type de détecteur comporte une source radioactive de 63Ni émettrice de rayonnement (- (e-) chauffée à haute température (350°C) En regard, une électrode collectrice capte les électrons émis et envoie le signal sur un électromètre, ce qui génère un courant de polarisation. Lorsqu’un composé à forte affinité électronique (dérivés halogénés notamment) est élué de la colonne chromatographique, il va capter des électrons. De ce fait l’électrode collectrice va recevoir un flux d’électrons moindre, ce qui va se traduire par une chute du courant de polarisation. Ce signal est amplifié, transformé et transcrit sur l’enregistreur. Le schéma de principe est proposé ci-dessous. La contrainte de ce détecteur est l’absence d’oxygène et d’eau, ce qui justifie l’emploie de pièges en amont.. De plus, ce détecteur renfermant une source radioactive (scellée) il impose la présence d’une personne radio-compétente.



43’ Le détecteur thermoionique NPD 
Deuxième détecteur spécifique, son emploi est quasiment obligatoire pour des seuils de détections très faibles (de l’ordre du picogramme). Son pricipe est similaire à celui du FID, sans flamme. Celle-ci est remplacée par une bille de sel de Rubidium chauffée par un filament. Son principe serait basé sur la formation de radicaux de Rubidium Rb(, obtenu par réduction d’ion Rb+. Dans une flamme froide, par pyrolyse, l’azote capte du carbone pour conduire au radical CN(  qui réagit avec le radical Rb pour donner CN- + Rb+. Lors de l’apparition de composés azotés en sortie de colonne on va donc avoir consommation d’électrons et donc diminution du courant d’électrode (voir schéma). Le signal est alors envoyé sur un électromètre :
V°)
La dérivatisation en chromatographie en phase gazeuse
Le plus grand facteur lié à la chromatographie en phase gazeuse est la volatilité des solutés pour être analysable. Le second est lié à la structure chimique de la molécule (substituants polaires) qui peut entraîner des traînées de pic et, par voie de conséquence, une perte en résolution.

On s’affranchit de ces problèmes en réalisant (pré-colonne) des dérivés qui vont abaisser le point d’ébullition de ces molécules et réduire les sites d’interactions avec la phase stationnaire.

Ces réactions de dérivatisation concernent donc essentiellement les composés polaires (acides, alcools , les amines.

Deux grandes réactions de dérivatisation sont utilisées :

· La formation d’esters de bas poids moléculaires (esters méthyliques, ce sont les plus simples à préparer quantitativement)

· La formation d’esters et d’éthers sillylés qui sont somples à préparer à condition d’être en milieu anhydre.

51 La formation d’esters méthyliques

Divers techniques sont proposées dans la littérature, à l’aide de diazométhane (CH2N2 attention c’est explosif… mais cela marche très bien), à l’aide de méthanol alcoolique…La méthode la plus usuelle , celle qui est préconisée dans la norme des corps gras, consiste à saponifier le corps gras (glycéride) dans la potasse alcoolique pour conduire à des savons de potassium R-COO-K+. Ces savons sont alors traités par l’étherate de BF3 pour conduire aux esters méthyliques des acides gras constitutifs. Ceux-ci peuvent alors être chromatographiés.

52 La formation de dérivés sillylés

Un certain nombre de réactifs sont à disposition pour transformer toute substance présentant des protons mobiles en éthers ou en esters sillylés. L’avantage de ces composés est qu’ils présentent des bas poids d’ébullition et qu’ils conduisent à des pics chromatographiques relativement symétriques. On ne va pas rentrer dans le détail de la formation de ces composés, l’inconvénient majeur étant lié à la présence d’eau qui hydrolyse le dérivé sillylant qui est relativement onéreux…
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