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I°)
Introduction


Comme on l’a vu dans le chapitre précédent, la chromatographie d’adsorption présente ses limites et ses contraintes, que ce soit au niveau de la polarité de la phase stationnaire, dans son maintien d’état d’activité et dans la préparation des phases mobiles. Dés le début du XXème siécle, après les travaux de Tswett, les scientifiques ont utilisé, en colonne ouverte, une multitude de supports chromatographiques, (brique pillée, verre…) pour tester leur aptitude à interagir avec des solutés, le tout s’étant soldé par une concentration de réflexion sur les silices et les alumines. 
Hors cet aspect était limitatif, en tant qu’interactions, du fait de la polarité de la phase, les chercheurs ont tenté de modifier celle-ci en adsorbant des composés très polaires (amines, polyols…) à la surface de celle-ci.  Ils ont obtenu, ainsi, des phases stationnaires de polarité différente permettant d’accroître leur champ d’investigation. On peut citer par exemple, l’adsorption de polyamines ‘lourdes’ polyfonctionnelles qui s’adsorbaient ‘irréversiblement’ à la surface des silices, par liaisons hydrogènes, et qui conduisaient à l’obtention de ‘nouveaux supports chromatographiques’. Cette technique présentait des avantages, au niveau du laboratoire, car elle permettait d’obtenir ‘in situ’ des phases de polarité diverses, à la discrétion de l’opérateur. A partir d’une silice nue, il pouvait ‘créer’ une phase stationnaire adaptée à son problème. 

En contrepartie, elles avaient leurs inconvénients : Le principal est lié à l’effet de ‘Bleeding’ lié à la désorption de l’entité adsorbée sur le support siliceux.. En effet, sous l’action du flux de phase mobile et des forces que cela génère, l’espèces adsorbée, au cours du temps, était désorbée de la surface et éliminée de la colonne chromatographique, ce qui conduisait, à terme, à l’obtention d’une colonne de silice nue. Il s’ensuivait des problèmes de reproductibilité des analyses qui ne pouvaient être transposables à l’échelle du contrôle.
Pour résoudre cette difficulté, il fallait pouvoir ‘immobiliser’ ces entités à la surface du support. Dans les années 1970, la technique d’immobilisation, par greffage, a été suffisamment maîtrisée pour être développée et commercialisée.

Le second aspect de l’évolution de ces techniques chromatographique est lié à la technicité. En effet, l’amélioration des résolutions chromatographiques passait par l’utilisation de supports de granulométrie plus petites (en colonne ouverte, on utilise classiquement des granulométrie de plusieurs dizaines de microns). Hors ces granulométries plus petites génèrent des pertes de charges très importantes (loi de Darcy : la perte de charge est inversement proportionnelle au carré du diamètre des particules) et on ne disposait pas de système de pompage permettant d’assurer des débits constants (classiquement 1 ml/mn) sous des pressions de plusieurs centaines de bars. Il fallut attendre l’évolution de la mécanique pour pouvoir disposer de pompes fiables répondant à ces critères, ce qui fut réalisé dans les années soixante

( ceci explique le terme originel de HPLC : chromatographie liquide haute pression, les pressions appliquées en tête de colonne étaient alors de l’ordre de 400 bars).
La conjonction de ces deux phénomènes a vu l’explosion de cette technique dans les années 1970 et son développement pour en faire, aujourd’hui, une technique de contrôle, que l’on peut qualifier d’incontournable.

II°)
Le greffage des silices

21 La réaction de greffage

Deuxième étape de cette évolution, le greffage constitue une pierre angulaire du développement de la chromatographie et de sa terminologie.

Pour simplifier le problème, le greffage a consisté à immobiliser, par création d’une liaison chimique covalente, une entité sur un support siliceux. Divers types de greffage ont été utilisés avec plus ou moins de satisfaction : On ne retiendra que, c’est le plus stable et le plus utilisé, que le greffage par les silanes. Il consiste a créer une liaison Si-O-Si entre un silanol du support siliceux et le silicium d’un dérivés sillylé adapté suivant le schéma réactionnel :
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R1, R2 et R3 pouvant présenter n’importe quelle fonctionnalité. D’une manière générale, Un des substituants, R3 du dérivé sillylant, porte la fonctionnalité que l’on veut introduire sur le support siliceux, les deux autres (R1 et R2) étant, soit des halogènes soit des fonctions étheroxydes qui s’hydrolysent pour libérer des silanols  ce qui conduit à des phase stationnaires du type :
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Suivant la nature de R3, on peut, par ce biais, obtenir des phases stationnaires de polarités très étendues. Historiquement, les premières phases greffées présentaient un radical 

R3 = octadécyl (C18H37). Depuis, la nature des greffons s’est largement étoffée : On rencontre classiquement des greffons de type alkyl (C8H17, C3H7 , C2H5) de type phényl (C6H5), de type amine (C3H6NH2…), nitrile (C3H6CN) et autres polyols (propylène glycols….). 

On comprendra aisément que l’on peut (c’est pas toujours simple…) greffer n’importe quelle fonctionnalité sur un support siliceux par ce type de mécanisme et ainsi obtenir une palette de phases stationnaires de fonctionnalité et de polarité différentes. Cet aspect est largement utilisé de nos jours à l’échelle du laboratoire (synthèse de phases chirales…) et à l’échelle du laboratoire de contrôle (commercialisation d’un grand nombre de supports greffés aussi bien en colonne qu’en plaques CCM).
Le greffon étant physiquement liquide, on ne parlera plus de chromatographie d’adsorption (chromatographie liquide-solide) mais de chromatographie de partage(chromatographie liquide-liquide) entre une phase liquide (la phase mobile) et une phase liquide (le greffon) immobilisée sur un support solide.
A ce propos, on observe actuellement un large développement de supports non plus siliceux mais polymériques (co-polymères styrène-divinyl benzène) qui présentent certains avantages par rapport aux silices (on va rapidement comprendre pourquoi).
Comme on vient de le voir, cette notion de greffage et de silices greffées introduit un nouveau concept en terme de chromatographie : Le partage. Pour bien comprendre la terminologie utilisée, on doit se replacer dans le contexte technique : A l’origine, on utilisait un support polaire (phase stationnaire que ce soit des silices ou des alumines) et des phases mobiles peu polaires. On parlait alors de chromatographie en phase normale. Avec l’apport du greffage (et notamment des phases octadécyle C18), on a utilisé des phases stationnaires apolaires avec des phases mobiles, au contraire, très polaires, d’où le concept de chromatographie en phase inverse qui s’est largement répandu et que l’on développera dans le paragraphe suivant. On peut cependant, dès à présent dresser un tableau d’application de cette chromatographie de partage en fonction de la nature du soluté et des polarité des couples (phase mobile / phase stationnaire) utilisés :
	Soluté
	Polaire
	Moyennement polaire
	Moyennement polaire
	Peu et apolaire

	Eluant
	Moyennement polaire
	Faiblement polaire
	Fortement polaire
	Moyennement polaire

	Exemple
	CH2Cl2/Hexane 80/20 (v/v)
	CH2Cl2/Hexane 5/95 (v/v)
	CH3OH/H2O 40/60 (v/v)
	CH3OH/H2O 90/10 (v/v)

	Phase stationnaire
	Silice greffées polaires

NH2, CN, Diols 
	Silices greffées polaires 
NH2, CN, Diols
	Silices greffées peu et apolaires
Phényls, C18, C8…
	Silices greffées peu et apolaires
Phényls, C18, C8…

	Type de chromatographie
	Partage en phase normale
	Partage en phase normale
	Partage en phase inverse
	Partage en phase inverse


Avant de développer la chromatographie de partage en phase inverse, il est bon de compléter cet aspect greffage par le traitement que doivent subir ces supports afin de conduire à des chromatogrammes de bonne qualité. On comprendra aisément que lors de cette étape de greffage, tous les silanols de la surface du support siliceux ne seront pas atteint par le réactif sillylant. Il s’ensuit qu’il va en rester et que ceux-ci resteront des sites potentiels d’adsorption, ce qui peut conduire à des interactions néfastes (traînées de pics chromatographiques..). On résoud ce problème par le traitement de ‘End-capping’.

22 Le ‘End-capping’
Afin d’éliminer (partiellement) ces silanols résiduels (après greffage), les supports siliceux sont traités pat un agent sillylant à chaîne courte (le TMCS, Triméthyl Chlorosilane, en général), qui à l’avantage, par sa taille, de pouvoir réagie chimiquement, avec les silanols qui ne pourraient le faire par gêne stérique :
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A l’issue de ce traitement, la surface du support présente donc des sites greffés par l’entité choisie(octadécyl par exemple) des sites end-cappés et des silanols résiduels qui ne sont pas accessibles aux molécules de triméthylchlorosilane. La présence de ces derniers ne gêne pas l’analyse chromatographique dans la mesure ou n’étant pas accessible à la molécule de TMCS, il ne le seront pas, non plus, aux molécules de solutés. On peut donc schématiser la surface finale du support chromatographique (dans le cas d’une silice greffée octadécyle) :
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Pour conclure sur ce thème du greffage, on notera que dans le cas de petits greffons (C2, C3…) on a recours à un ‘spacer’ (bras) pour éloigner celui-ci de la surface du support siliceux  et favoriser ainsi les interactions spécifiques entre le greffon et le soluté.

Comme on a pu le constater dans ce paragraphe, le greffage s’est considérablement développé autour du concept de phase inverse. L’apparition de ce type de phase dans les années 1970 a révolutionné le monde la chromatographie et cette technique a supplanté l’adsorption au point que 80 % des séparations chromatographiques sont aujourd’hui réalisées par chromatographie de partage en phase inverse. Ce qui justifie le paragraphe suivant.
III°)
La chromatographie de partage en phase inverse.

 Pour illustrer cette technique, on s’appuie sur la norme analytique concernant le dosage d’hydrocarbures aromatiques polycycliques ( P.H.A : µ polluants) dans l’eau (NF T 90-115).
 La structure des six PHA quantifiés est présentée ci-dessous :
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La méthode met en œuvre :

· Une phase d’extraction au cyclohexane

· Une phase de concentration (1 ml) sous pression réduite

· Une phase de purification sur colonne d’alumine

· Une phase de concentration et reprise à 1 ml de solvant

· Une analyse pare chromatographie HPLC

La phase d’extraction est réalisée sur une eau brute (volume V1 = 250ml) par 25 ml de cyclohexane, à l’abri de la lumière, les PHA étant sensibles à la photo-oxydation. Après séparation des phases organiques et aqueuses, la fraction organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre puis concentrée à environ 1 ml sous pression réduite.
Dans la phase de purification, on utilise une colonne d’alumine préalablement activée (séchage à 550°C dans un four pendant 2h) puis conservation dans un flacon avec 6% d’eau. On retrouve ici, cette notion d’activation et d’isohydrie du support évoquée dans le chapitre précédent. A partir de ce support, une colonne (200 mm, diamètre 6 mm) est réalisée. L’extrait, précédemment obtenu est déposé en tête de colonne, puis élué par du cyclohexane. Les six HAP étant de nature très peu polaires, les impuretés restent fixées sur la colonne chromatographique et les HAP éluent avec le solvant comme schématisé ci-dessous :
	Solution Cyclohexane
	
	Cyclohexane

	
	
	

	HAP + impuretés
	
	Impuretés

	Gel d’alumine


	
	Gel d’alumine

	
	
	

	Eluat = Cyclohexane
	
	Eluat = Cyclohexane + HAP


    


 1ere phase



      2nde phase



La fraction cyclohexanique est recueillie puis concentre sous vide à sec. Le résidu est repris par 1 ml de méthanol CH3OH (ou d’acétonitrile CH3CN) pour être chromatographié par HPLC.

L’analyse chromatographique de cet échantillon est réalisé dans les conditions suivantes :


- Phase stationnaire :
Silice RP18 ou  Lichrosorb C18
L = 250 mm
( = ¼’’


- Injection 20 µl

- Phase mobile : CH3CN / H2O 85/15
Débit : 1 ml mn-1

- Détection :
Flurorimétrique :
(excitation = 360 nm

(émission > 420 nm

Ces différents termes concernant l’analyse appellent quelques commentaires concernant la technique en elle-même et le matériel utilisé. C’est ce que nous allons développer dans les paragraphes suivants.


31 La phase stationnaire

Elle est constituée d’une silice greffée octadécyl silane (C18H37) de longueur 250 mm et de diamètre (classique) 1 de pouce. On se retrouve en présence d’une phase stationnaire apolaire et d’une phase mobile qui sera polaire. D’où le concept de chromatographie en phase inverse.. Divers termes concernant ce descriptif de colonne sont à prendre en compte : sa géométrie et la nature de la phase :



311 La longueur et le diamètre de la colonne chromatographique
Comme on peut aisément le concevoir, la longueur de la colonne est en corrélation directe avec l’efficacité du système chromatographique. Cependant, il n’est pas question d’utiliser des colonnes chromatographiques de plusieurs dizaines de centimètres (problèmes d’encombrement et de remplissage). Classiquement on utilise des colonnes commerciales de 15 et 25 cm. Dans le cas de séparations aisées, on utilisera des colonnes de faibles longueur (temps d’analyses plus courts), sinon on utilise des colonnes de 25 cm. Dans certaines applications particulières, on utilisera des colonnes de longueurs inférieures 
‘fast chromatographie’.
En ce qui concerne les diamètres des colonnes commerciales, ils sont classiquement de ¼ de pouce, ce qui correspond à 4.6 mm de diamètre intérieur.



312 La nature du greffon

Ce type de chromatographie (partage en phase inverse) est basé sur les interactions hydrophobes entre le soluté, la phase mobile et la phase stationnaire. Schématiquement, on peut considérer la phase stationnaire solvatée par la composante organique de la phase mobile (l’acétonitrile ou le méthanol). Le soluté se partage alors entre cette phase stationnaire solvatée et la phase mobile contenant de l’eau. On peut comprendre simplement que, plus la longueur du greffon sera importante, plus l’interaction avec la phase stationnaire sera importante et, par voie de conséquence, plus la rétention sera grande. Ainsi lorsque l’on passera d’une phase stationnaire greffée octadécyle à une phase stationnaire greffée octyle (C8H17), on diminuera les interactions d’un facteur sensiblement égal à 2 et la rétention se réduira d’un facteur 2. D’où le premier concept en chromatographie en phase inverse :
La rétention est proportionnelle à la longueur du greffon

En terme d’application, pour analyser des solutés à fort caractère hydrophobe (lipophile) on pourra utiliser des supports greffés à chaîne courte (C8), et à l’inverse, pour des solutés à faible caractère lipophile (hydrophobe), on utilisera des supports greffés à longue chaîne (C18)

Dans la réalité de l’absolu, on utilise bien souvent ce qui est disponible au laboratoire (essentiellement des supports à longue chaîne C18).



313 Le nombre de greffon

De manière similaire à la longueur du greffon, on comprendra que la force des interactions augmentera avec le nombre de sites d’interactions. Cela se traduit par le constat que :
La rétention augmente avec le nombre de greffons

Si on double le nombre de greffon par unité de surface du support, on double sensiblement le nombre d’interactions entre le soluté et la phase stationnaire et, par voie de conséquence, on double la valeur du facteur de capacité k’ (ces valeurs ne sont pas obligatoirement doublées dans la mesure ou tous les sites greffées ne sont pas obligatoirement accessibles aux solutés).

Considération d’ordre pratique, en fonction de la nature du greffon, il n’est pas toujours possible d’augmenter le taux de greffage sur un support donné (problème de gêne stérique).


314 Généralisation à la surface hydrocarbonée

Ces deux notions sont regroupées sous un seul terme : la surface hydrocarbonée qui traduit le produit de la surface d’un greffon par le nombre de greffons (le tout étant exprimé par m² de support ou par gramme de support).En appelant S la surface hydrocarbonée d’un greffon et n le nombre de greffon par gramme de support, on peut évaluer la rétention comme proportionnelle au produit n.S selon une expression du type

log10 k’ = a n.S + b

Pratiquement, on préfère utiliser le taux de carbone du support (il intègre les greffons et le carbone apporté par le traitement de ‘end-capping’. Classiquement, les silices utilisées en chromatographie en phase inverse ont des taux de carbone compris entre 8 et 15%. Les supports à fort taux de carbones seront appropriées aux séparations de solutés ayant de faibles interactions hydrophobes et les faibles taux seront dédiées aux séparations de solutés ayant de fortes interactions avec la phase stationnaire solvatée. Les différentes courbes ci-dessous illustrent ces propos.

32 La phase mobile
Beaucoup plus simples à mettre en œuvre qu’en chromatographie d’adsorption, elles sont basiquement constituées d’eau et de méthanol ou d’acétonitrile. C’est le cas dans l’exemple proposé ou la phase mobile est constituée d’un binaire acétonitrile / eau 85/15 (v/v).



321 Rôle de l’eau

Dans ce type de chromatographie, la rétention repose sur le caractère hydrophobe des solutés. On concevra aisément que plus la teneur en eau, dans la phase mobile, plus le caractère hydrophobe des solutés sera marqué, et plus la rétention sera importante. On peut généraliser cette notion en disant que la variation du facteur de capacité est proportionnelle à la teneur en eau. Différentes lois de proportionnalités ont été évoquées par les auteurs suivant que l’on s’ »intéressait aux binaires méthanols/eau ou aux binaires acétonitrile/eau. La loi la plus générale est une relation quadratique entre le logarithme décimal du facteur de capacité et x la teneur en eau du type :
log10 k’ = ax² + bx + c



322 Rôle de la composante organique
Deux solvants organiques sont utilisés en partage en phase inverse : Le méthanol CH3OH et l’acétonitrile CH3CN. Ces deux solvants appartiennent à des classes différentes (VI pour l’acétonitrile et II pour le méthanol), ce qui leur confère des propriétés différentes : Leurs paramètres de polarité sont repris dans le tableau ci-dessous

	Solvant
	Classe
	Polarité P’
	xe
	xd
	xn

	Eau
	VIII
	10.2
	0.37
	0.37
	0.25

	CH3OH
	II
	5.1
	0.48
	0.22
	0.31

	CH3CN
	VI
	5.8
	0.31
	0.27
	0.42


On constate que le méthanol a un meilleur pouvoir accepteur (xe), par contre l’acétonitrile un meilleur caractère dipolaire (xa). On a par ce biais, possibilité de modifier les interactions entre la phase mobile (hydrophile) et le soluté. 

Comme en chromatographie d’adsorption, les solvants organiques sont caractérisés par leur force éluante (la référence étant l’eau pure). Le facteur de capacité d’un soluté st alors fonction de sa valeur (pour une phase mobile constiutée d’eau pure) et de la fraction de solvant organique utilisée dans la phase mobile étudiée :

log10 k’ = log10 k’eau – S* (B
Expression dans laquelle S* représente la force éluante du solvant B (fraction organique) et (B sa fraction volumique. A titre indicatif, on donne ci-dessous les forces éluantes des principaux solvants et modificateurs utilisé s en phase inverse.
	Solvant
	S*
	Solvant
	S*

	Eau
	0
	Dioxanne
	3.5

	Méthanol
	3.0
	Isopropanol
	4.2

	Acétonitrile
	3.1
	Tétrahydrofuranne
	4.4


Au-delà de la force éluante apportée par la composante organique de la phase mobile, on peut être amené à remplacer une partie de celle-ci par un autre constituant organique (THF, dioxanne), ceci afin de modifier sélectivement des interactions entre certains solutés et la phase mobile(d’où l’utilisation de ternaires).


323 Développement en mode isocratique et en gradient d’élution.
Le développement le plus simple consiste à travailler à composition de phase mobile constante, ce que l’on appelle ‘mode isocratique’, c’est le cas dans notre application, la phase mobile est constituée de 85% d’acétonitrile et 15 % d’eau. Pour certaines applications, travailler dans ces conditions conduit à des rétentions trop faibles (coalescence des pics chromatographiques) ou trop grandes (solutés très hydrophobes). On est alors amené à faire varier la composition de la phase mobile (comme on l’a déjà vu pour l’adsorption). 

Dans le cas de la chromatographie de partage en phase inverse, on diminue, au cours du temps, la teneur en eau de la phase mobile, afin de diminuer les interactions hydrophobes et, par voie de conséquence, diminuer la rétention des composés les plus retenus.
L’exemple ci-dessous appliqué à de la chromatographie de partage en phase normale(silice greffée cyano propyle), illustre ce propos. Dans tous les cas on démarre l’élution avec une forte teneur en eau (liée à la nature des solutés à séparer) et on augmente progressivement la teneur en solvant organique
La réalisation de telles élutions nécessite des systèmes de pompage particuliers que l’on abordera dans le paragraphe suivant.
33 Les solutés

Le dernier point lié à cette chromatographie en phase inverse concerne le soluté. Pour être général, on peut retenir que sa rétention est inversement proportionnelle à sa polarité. Traduit autrement, plus le soluté présentera de fonctionnalités à caractère polaire (fonction OH, COOH, NH2…), plus con caractère hydrophile sera marqué et moins grande sera sa rétention. 

Schématiquement, l’ordre d’élution est l’inverse de celui observé en chromatographie d’adsorption.
Les auteurs ont cependant étudiés le moyen de prévoir la rétention d’un soluté sur un système chromatographique en fonction de sa structure. Diverses approches ont été réalisées. Parmi celles-ci on peut citer l’utilisation des constantes de partage dans le système octanol / eau  et les paramètres de solubilité de Rekker et Hansch.


331 Les constantes de partage dans le système octanol/eau

Dans ce concept, l’octanol CH3-(CH2)6-CH2-OH et l’eau représentent respectivement les deux composantes du système chromatographique (l’octanol pour la phase stationnaire solvatée) et l’eau pour la phase mobile (hydrophile). Un soluté, S,  mis au contact de ce binaire (dans une ampoule à décanter, se partage entres-elles pour conduire à un équilibre :

Seau
(
Soctanol
Cet équilibre est régit par une constante d’équilibre P, 
P = [S]octanol / [S]eau
 

Plus la valeur de K est élevée, plus l’affinité de S pour la phase stationnaire sera grande et plus sa rétention sera importante. Le choix de la phase mobile s’orientera alors vers des teneurs en eau plutôt faibles.

Il existe alors une relation linéaire entre k’ et P du type :

log10 k’ = a log10P + b

La courbe ci-dessous illustre ce propos







332 Les paramètres de solubilité de Rekker et Hansch
Le système précédent étant fastidieux, il est nécessaire de procéder à la manipulation de partage de chaque soluté dans le système octanol / eau, Rekker à étudié un autre système de prédiction de comportement permettant de calculer cette constante de partage à partir de la structure du soluté. Pour ce faire, il a déterminé, pour chaque motif constitutif d’une molécule, un incrément (fi) lié à sa nature et son environnement (aliphatique ou aromatique). A cela, il a introduit la notion d’effets intramoléculaires f’i (conjugaison, proximité de groupements polaires…) qui ne sont que le produit d’une constante’ magique’ (CM  = 0.268) par un nombre clef  kj (kj = 1 pour l’effet de conjugaison par exemple) ce qui se traduit par l’expression :
Log P = ( fi + CM ( kj
Le tableau ci-dessous donne quelques valeurs de ces incréments fi
Appliqué à l’exemple de l’acétophénone et de l’alcool phényl1 propanol2 , on peut calculer :
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Pour l’acétophénone : Noyau
 aromatique  ki = 1.886
    CO
ki = -0.842
               CH3
ki = 0.702

Soit Log P = 1.746
Pour l’alcool aromatique ; Noyau aromatique ki = 1.886

CH2  ki = 0.530

CH ki = 0.235
OH ki = -1.491
CH3  ki = 0.702

Soit Log P = 1.862

On peut en conclure que ces deux solutés auront un comportement chromatographique relativement similaire et que l’acétophénone aura une rétention plus faible que l’alcool aromatique (celui-ci à une polarité plus grande par la fonction OH mais il a en même temps une hydrophobie plus élevée par la présence de trois carbones sur sa chaîne latérale)..

IV°)  les constituants de la chaîne HPLC

Comme on l’a déjà vu d’une manière générale, une chaîne chromatographique HPLC peut être schématisée de la manière suivante :

Sans voir, dans le détail tous les constitua,ts de cet ensemble, on va détailler trois points important de cet ensemble, à savoir le système de pompage, l’injecteur et les système de détection. 


41 Les systèmes de pompage

La pompe permet de délivrer un débit constant de phase mobile vers la colonne. Les pertes de charge, dans les colonnes chromatographique, étant originellement de plusieurs centaines de bars, le développement de la technique a été étroitement lié à celui des pompes en terme d’étanchéité et de constance de débit. Aujourd’hui, les pertes de charges dans les systèmes chromatographique est plutôt de l’ordre de 50-100 bars, parfois pls lorsque l’on utilise des phases mobiles contenant beaucoup d’eau.

En terme mécanique, on utilise essentiellement des pompes à piston à une ou plusieurs têtes mues par une came de forme variée suivant le nombre de tête. Un schéma de principe d’une pompe à deux têtes montées en parallèle et à came en forme de cardioïde est présenté ci-après.

L’avantage de tels systèmes est la constance du débit. L’inconvénient est la présence de deux séries de clapets (une par piston) montés sur les lignes d’admission et de refoulement. Ces clapets sont le ‘cœur’ de la pompe. Afin d’obtenir un débit constant dans la colonne chromatographique, le clapet de refoulement doit être hermétiquement fermé lors de la phase d’aspiration de la phase mobile dans la chambre de pompe et, à l’inverse, lors de la phase de refoulement, c’est le clapet situé sur la ligne d’admission qui doit être hermétiquement fermé.

Ceci impose d’avoir des phases mobiles exempte de particules en suspension (filtration sur filtre de porosité 0,45 µm. De plus, elles doivent être exempte de gaz dissous (ceux-ci se désorberaient à la compression et créeraient des  problèmes d’étanchéité. Pour cela on procède à un dégazage préalable des phase mobiles (traitement des phases mobiles aux ultra-sons) D’autres contraintes existent, notamment dans le cas de changement de phase mobile, mais ne seront pas abordées dans le cadre de ce chapitre

En mode isocratique, une seule pompe suffit à l’approvisionnement de la colonne en phase mobile (il suffit de préparer sa phase mobile avant le pompage). Dans le cas du gradient d’élution, le système est plus complexe : On peut procéder de deux manières :

· Soit on pompe indépendamment les différents constituants de la phase mobile et on procède à leur mélange, dans la chambre de mélange, via une électrovanne : On parlera alors de gradient haute pression. Ans cette action, on notera qu’il nécessite autant de pompes que de composants de phase mobile (trois en général).

· Soit on procède au mélange des différents constituants de la phase mobile, dans la chambre de mélange, via une électrovanne et ensuite on pompe celle-ci pour l’injecter dans la colonne chromatographique. On parle alors de gradient basse pression qui ne nécessite qu’un seul système de pompage.

L’intérêt du second système est évident par rapport aux clapets et des problèmes de maintenance qu’ils génèrent. Un schéma de principe d’un tel système est présenté ci-après


42 L’injection

Dans une grande majorité des cas on utilise des vannes d’injections à six voies dont le schéma de principe est donné ci-dessous :

Ces vannes sont constituées de deux parties : Un stator et un rotor séparé par un mica solidaire du rotor. Le stator est équipé de six connections (numérotées de 1 à 6) et 3 gorges en formes de haricots et décalées de 60° sont gravées sur le mica. Le rotor peut occuper 2 positions Load (chargement) et Inject (injection vers la colonne chromatographique)

Dans la première position, Load, la pompe est connectée directement vers la colonne (voies 1 et 2) via le mica. Les positions 3 et 6 sont reliées entre-elles  par une boucle externe d’un volume fixe (en général 20µl, mais il peut être différent). La position 5 est reliée à une seringue externe et la position 4 est reliée à l’évent. La position du mica met en communication les positions 5 et 6, les positions 3 et 4. On peut ainsi procéder au remplissage de la boucle avec l’échantillon à analyser (ce remplissage est réalisé à l’aide d’une seringue externe de 100 ou 250 µl qui devra rester en position, une fois le chargement réalisé afin d’éviter les problèmes de vidange par siphonage de la boucle d’injection.

Dans la position Inject, on fait subir une rotation de 60° au rotor, et par voie de conséquence au mica. La position 1 se trouve alors connectée à la position 6 (boucle) elle-même reliée à la position 3 (par la boucle externe). Par l’intermédiaire du mica, la position 3 est reliée à la colonne chromatographique (position 2) : On procède ainsi à l’injection des 20µl d’échantillon dans la colonne chromatographique. On notera que pendant cette opération, les positions 4 et 5 sont reliées entre-elles par l’intermédiaire du mica, ce qui élimine la possibilité d’injection multiple. Cette action réalisée, on peut alors retirer la seringue d’injection (position 5) sans risuqe de vidange de la boucle d’injection. En général, on ne travaillera pas en balayage de boucle, si bien qu’au bout de 1minute environ de balayage on repositionnera le rotor dans sa position initiale, Load.


Le principal avantage de ce système d’injection est la constance du volume injecté (en prenant toutefois certaines précautions). Cet aspect est fondamental puisqu’il autorise l’utilisation de méthode d’étalonnage externe, ce qui simplifie, dans bien des cas, la procédure de quantification.

A partir de ce système élémentaire d’injecteur, on peut concevoir des systèmes de plus en plus complexes (vannes d’injections à 24 voies avec rétro balayage, injections multi colonnes, ect..

La seconde possibilité est l’automatisation de l’injection via un passeur automatique d’échantillons. Mécaniques ou pneumatiques, ces systèmes mettent en œuvre trois ras (suivant les axes x,y et z du trièdre) qui vont permettre la préhension de l’échantillon (flacons vials), son positionnement sous une seringue de prélèvement et le chargement et l’injection par l’intermédiaire d’une vanne six voies.(reste simplement à l’opérateur à bien le programmer…)

D’autres systèmes d’injection existent sur le marché, notamment les vannes d’injection à tiroir. On retiendra simplement que leur utilisation est plutôt réservée à la chromatographie préparative.


43 La détection

Dernier maillon fondamental de la chaîne chromatographique HPLC, le détecteur, et par extension, la détection. Un certain nombre de concepts fondamentaux seront abordés dans ce paragraphe, ainsi qu’un panorama des différents détecteurs utilisés. Certains d’entre eux, par leur universalité d’utilisation ou leur spécificité, seront plus développés.



431 Généralités

Un de points communs à tous les systèmes de détection est la notion de dérive de ligne de base et de bruit (à court et long terme)

La dérive traduit l’écart entre la ligne de base moyenne et l’horizontale sur une période assez longue (1 heure). Elle est quantifiée par la valeur de l’angle obtenue.

Le bruit à long terme est mesuré sur une échelle de temps plus courte (une dizaine de minute).C’est lui qui va fixer la quantité minimale détectable de soluté. Plus ce bruit est important, moins la limite de détection sera faible.
Le bruit à court terme est mesuré sur des intervalles de temps de 1 minute. Il traduit les fluctuations rapides de la ligne de base (du signal) et peut être génant en quantification.

Le schéma ci-dessous illustre ces trois termes.


Deuxième point important des détecteurs est la quantité minimale détectable. Liée au bruit à court terme, cette notion traduit la plus petite quantité (le plus petit signal) que l’on peut considérer comme fiable et traduisant la quantité réelle de soluté présente. Au minimum, cette quantité minimale se traduit par un signal égal à  au moins deux fois le bruit (cette valeur peut être beaucoup plus importante selon les laboratoires).

Dernier pont, la sensibilité du détecteur traduit la pente de la courbe signal en fonction de la concentration. La courbe ci-dessous traduit ces deux notions :


432 Panorama des différents détecteurs

On classifie les différents détecteurs en trois groupes :

· Les détecteurs simples

· Les détecteurs semi informatifs

· Les détecteurs intelligents

Suivant le type de réponse attendue, on utilisera préférentiellement l’un ou l’autre. Cependant, l’échelle d’investissement croît avec le niveau d’instruction (c’est bien connu…) ce qui rend les détecteurs intelligents utilisables essentiellement au niveau de la recherche. En analyse de routine, on rencontrera essentiellement des détecteurs simples dans certaines applications à haute valeur ajoutée, on peut être confronté à des détecteurs semi informatifs.

Pour se fixer un ordre d’idée, un détecteur simple demande un investissement de l’ordre de 7 à 10.000 euros, un détecteur semi informatif de l’ordre de 15 à 20.000 euros. Un détecteur intelligent, le spectromètre de masse couplé à la chromatographie, met en œuvre des investissements de plusieurs centaines de milliers d’euros.

	Détecteurs Simples
	Détecteurs Semi Informatifs
	Détecteurs Intelligents

	UV – Visible

Fluorimètre

Réfractomètre*

Détecteur  Diffusion de lumière (DDL)

Electrochimique

Conductimètre*
	UV –Visible multi longueur d’ondes

Fluorimètre programmables

Electrochimique multi électrodes
	Barrette de diode

Infra-rouge à transformée de Fourrier

RMN

Spectromètre de masse


* Détecteur Différentiel



432 Les détecteurs basés sur l’absorption et l’émission moléculaire



(UV Visible et fluorimètre, mono et multi (, barrette de diode)

D’utilisation largement répandue, les détecteurs utilisant les propriétés d’absorption moléculaire des molécules de soluté(domaine UV ou visible) et d’émission moléculaire (fluorimètre), ils reposent tous deux sur l’absorption d’un rayonnement lumineux pour passer à un état excité puis revenir à l’état fondamental
- Directement dans le cas de l’absorption moléculaire avec restitution de l’énergie sous      

   forme de chaleur

- En passant par un état intermédiaire avec restitution de l’énergie sous forme 

   lumineuse puis retour à l’état fondamental avec émission de chaleur.

Cette opération concerne les électrons moléculaires (électrons de liaison) On aura l’occasion de revoir ces concept dans le chapitre concernant l’absorption moléculaire.

Schématiquement, on peut le représenter sous la forme :


↑E
Etat fondamental

↑  Etat excité


↑ Retour à l’état fondamental

(((((((((
((((((((

(((((((((






  (


((



((

          

 ((
                         (







    (


((



((



  ((
Absorption moléculaire
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Etat fondamental

↑  Etat excité


↑ Passage à l’état intermédiaire
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Emission moléculaire (Fluorimétrie)

L’énergie échangée pour passer d’un état à un autre (E = h ( = h c / (
Expression dans laquelle h est la constante de Planck,  c la célérité de la lumière et ( la longueur d’onde de la radiation (émise ou absorbée).
Dans le cas de la détection UV-visible, on irradie le soluté à une longueur telle qu’il va absorber de l’énergie et on mesurera le signal transmis.

Dans le cas de la fluorimétrie, on irradie le soluté avec une radiation adaptée à son excitation et on mesure l’intensité de la radiation émise par le soluté lors de son passage à l’état intermédiaire. La variation d’énergie étant pluds faible, ce passage va s’accompagner d’une émission à une longueur d’onde plus grande que celle de la radiation d’émission (c’est ce que l’on observe dans la norme proposée. Dans les deux cas, la réponse est proportionnelle à la concentration (Loi de Beer-Lambert).

La sensibilité de tels détecteurs peut-être très élevée et est liée au coefficient d’extinction molaire du soluté.
Dans le cas de la fluorimétrie elle peut atteindre 10-12 mol /l. Dans la norme présentée, les quantités minimales détectables sont de l’ordre de 10 ng /l pour les benzo fluoranthènes et benzopyrène et de 50 ng / l pour les autres composés, ce qui correspond à des concentrations molaires de 4*10-11 et 2 10-10 mole /l

La limite d’utilisation de ces détecteurs est liée au fait que les solutés doivent absorber la lumière (dans le domaine UV ou visible) ou doivent être potentiellement fluorescent. On verra, par les réactions de dérivatisation, comment on peut contourner ce problème



433 Le réfractomètre et le détecteur DDL
Autres détecteur à caractère universel, le réfractomètre différentiel. Son principe est basé sur la mesure de la différence d’indice de réfraction entre la phase mobile pure et l’éluat en sortie de colonne. Beaucoup moins sensible que les autres détecteurs (10-6 mole/l) et sensible à la température, il présente l’inconvénient d’être différentiel, ce qui interdit les élutions en mode gradient de concentration. En effet on ne sait pas, techniquement, remplir la cellule de référence avec la phase mobile de même composition que celle de l’éluat (sans les solutés évidemment). Cet aspect limite son utilisation à l’élution en mode isocratique.
Une application classique d’utilisation de ce détecteur concerne l’analyse des sucres (a courte chaîne (DP1, DP2, DP3) qui n’absorbent pas en UV, les seuils de détection se situant  autour de 10-5 mole/l.
L’apparition du détecteur à diffusion de lumière a permis de contourner le problème de l’élution. 10 à 100 fois plus sensible que le réfractomètre, le DDL est un détecteur à mesure directe, ce qui permet des élutions en mode gradient. Le principe est basé sur la formation d’un brouillard en sortie de colonne, dans la chambre de nébulisation et séchage partiel des fines gouttelettes sur la buse de mesure. L’échantillon est irradiée (par une lampe au sodium en général, et on mesure l’intensité du rayon diffracté (à 110° environ).
Appliqué à l’analyse des sucres, il permet l’analyse d’oligomères plus lourds (jusqu’à DP 12).



434 Les autres détecteurs

Parmi les autres détecteurs rencontrés en chromatographie liquide, on peut citer, le détecteur conductimétrique qui est particulièrement appliqué à la chromatographie ionique. Son principe repose sur la mesure de la conductivité de l’éluat comparée à celle de la phase mobile. Système différentiel, il n’est utilisable, à l’état brut, qu’en mode isocratique.
Les progrès de la technologie ont transformé ce type de détection avec une notion de suppression de fond qui rend ce mode de détection applicable en gradient d’élution.

Autre détecteur spécifique appliqué à des solutés oxydo-réductibles (cathécolamines par exemple…) le détecteur électrochimique permet d’atteindre des seuils de détection très faibles. Cependant son emploi (ampérométrie et voltamétrie) laisse son utilisation restreinte en terme de contrôle.
Les détecteurs semi informatifs reposent sur des principes équivalents  à ceux des détecteurs simples. La différence réside dans le fait qu’ils vont offrir la possibilité de comparer des réponses à différentes longueurs d’ondes (absorptiométrie et fluorimétrie) ou par rapport à différents types d’électrodes (électrochimique). Quatre niveaux de détections étaient souvent utilisés (en absorption moléculaire).

Les progrès de la technologie et de l’informatique ont permis de balayer le spectre lumineux (UV et Visible)  en des temps restreints (de l’ordre de la milli seconde) ce qui a introduit la notion de détecteurs intelligents (Barrette de diode) qui permet d’enregistre non seulement un signal optique en fonction du temps (élution) mais également de balayer l’ensemble du spectre optique en fonction du temps. Ceci conduit à des chromatogrammes 3D certes plus complexes à lire mais qui fournissent des informations sur la nature de l’éluat mais également sur le spectre d’absorption du soluté élué (cette information donne des renseignements précieux sur la pureté du soluté présent sous le pic chromatographique).
Fort de ces progrès technologiques, les chercheurs ont développé et adapté des techniques plus lourdes ( Infra-rouge à transformée de Fourrier, Résonance Magnétique Nucléaire et Spectrométrie de masse) qui fournissent non seulement des informations en terme de quantification du soluté mais également des informations sur l’identification du soluté présent sous le pic chromatographique. Cet aspect débordant le cadre du contrôle simple ne sera pas abordé ni développé dans le cadre de ce cours.

V°) 
La dérivatisation

Le soluté, étant ce qu’il est, l’opérateur n’a pas grand moyen de le changer. Cependant il peut être amené à le modifier soit pour améliorer la qualité des séparations (on reverra cet aspect en chromatographie en phase gazeuse : Amélioration de la volatilité des solutés sous forme d’esters ou d’éthers), soit pour améliorer la qualité du chromatogramme obtenu et le niveau de détection de ceux-ci. Dans cette seconde optique, deux procédés sont utilisés :

- La dérivatisation pré colonne


- La dérivatisation post colonne

Ces deux techniques nécessitent une phase de mise au point notamment en ce qui concerne la sélectivité de la réaction de dérivatisation et sa cinétique réactionnelle.


51 La dérivatisation pré colonne :
Application aux acides aminés

Ces solutés, ô combien important pour le cycle de la vie, présentent des réponses faibles au niveau des détecteurs classiquement utilisés. Un des moyens utilisés pour améliorer leur détection consiste à les traiter par l’orthphataladéhyde pour conduire à des dérivés présentant un chromophore important qui permet d’abaisser le seuil de détection. La réaction de dérivatisation ayant lieu avant l’analyse chromatographique, on comprendra aisément que l’on ne séparera pas les acides aminés mais leurs dérivés. Un exemple d’aminogramme est exposé ci-dessous.
Après hydrolyse totale de la matière protéique(HCl concentré pendant 48h à 110°C), les acides aminés constitutifs sont traités par une solution d’orthophtalaldéhyde suivant le schéma réactionnel (appliqué à l’alanine):
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Le mélange de dérivés d’imines est alors chromatographié  (dans les 3 mn suivant la réaction de dérivatisation) sur une colonne spécifique OPA HR (alltech) équipé d’un détecteur de fluorescence ((excit. = 325 nm, (émis. = 470 nm). L’élution est réalisée en mode gradient d’élution avec un binaire constitué de :

Une phase A : Acétate de sodium 20mM (pH = 5,7) / Dioxanne / Isopropanol 

 (92.5/4.5/3.0 v/v/v)
Une phase B :
Acide acétique 20 mM ajusté à pH 5.7 par NaOH

Le gradient d’élution présente le profil suivant :

	Temps (mn)
	0
	9
	33
	42
	45

	% B
	0
	7
	46
	85
	0

	% A
	100
	93
	54
	15
	100


L’analyse de l’ensemble des acides aminés (excepté le tryptophane) dure environ 1h et conduit au chromatogramme suivant :


52 La dérivatisation post colonne :
Application à l’acide ascorbique (vitamine C)
Une autre possibilité consiste à réaliser la réaction de dérivatisation en sortie de la colonne chromatographique. Cette méthodologie nécessite l’emploi de matériel plus sophistiqué (réacteur post colonne) monté en ligne sur la chaîne chromatographique (ce qui nécessite une seconde pompe pour amener les réactifs de dérivatisation) et une mise au point (optimisation et répétabilité) plus pointue. L’avantage réside dans le fait que l’on peut mettre en œuvre une réaction post colonne spécifique au soluté analysé. 
Un exemple d’application de cette technique est illustré par le dosage de la vitamine C (acide ascorbique) ,de ses dérivés (acide isoascorbique) et composés réduits (acide déhydroascorbique et isodéhydroascorbique.

Dans cette séparation, réalisée sur silice greffée C18 (chromatographie de paire d’ion : phase mobile : chlorure de  dodécyl triméthyl ammonium 2.3 mM en milieu tamponné), on réalise, post colonne une réaction de dérivatisation pour introduire sur les solutés un chromophore rendant ceux-ci fluorescent (excitation 350 nm et émission 430 nm). 
VI°)
Les autres techniques HPLC

A partir de ces deux concepts de base (adsorption et partage), on peut décliner la technique suivant un certain nombre de terminologie qui diffèrent soit par le domaine d’application, soit par la nature du greffon (et de la phase mobile) soit par la nature de la phase stationnaire.

Parmi les principales, on peut citer quatre techniques présentées dans le tableau ci-après :

	Technique
	Phase stationnaire
	Phase mobile
	Applications

	Paire d’ions
	C8, C18
	Acétonitrile, Méthanol, Eau
	Composés ionisables (acides, amines..)

	Chirale
	Greffon chiral, Cyclodextrines…
	Tampons aqueux, phases organiques
	Composés chiraux et asymétriques

	Echange d’ion
	Résines échangeuses d’ions
	Tampons aqueux
	Cations et anions minéraux

	Perméation de gel
	Polymères poreux
	Tampons aqueux, THF, CH2Cl2
	Polymères organiques et polymères hydrophiles



61 Chromatographie de Paire d’ions

Dans cette technique, on utilise une phase stationnaire apolaire et une phase mobile aqueuse de manière similaire à la chromatographie en phase inverse. Le concept diffère par le domaine d’application et la modification sensible de la phase mobile. 

La technique s’applique aux espèces organiques ionisées (ou ionisables). De par leur caractère ioniques, ces espèces sont fortement hydrophiles et donc présentent des rétentions faibles, voire nulle, en chromatographie en phase inverse. On va donc créer ‘in Situ’ une paire d’ion entre le soluté et une entité ionique que l’on va introduire dans la phase mobile. Deux familles de composés sont utilisés suivant que les solutés ont un caractère cationique ou anionique :

Dans le cas de solutés anioniques, on utilisera des sels d’ammonium. Dans le cas de solutés cationiques, on utilisera des sels d’acides sulfoniques :

Exemples :

R-COO- + (R’-NH3+,Cl-)

(
[R-COO-,+NH3-R’]

Paire d’ions stable qui sera séparée en phase inverse. On comprendra aisément que la nature de R influera sur le choix de R’, de manière à adapter les interactions de la paire d’ion avec la phase stationnaire : Si R est petit, on choisira R’ plutôt volumineux et, à l’inverse, si R est volumineux, on choisira R’ petit.

Le même concept est applicable aux espèces cationiques :

R-NH3+ + (R’-SO3-, Na+)
( 
[R-NH3+,-O3S-R’]

Ces paires d’ions seront alors séparées suivant les critères de la chromatographie en phase inverse.


62 Chromatographie chirale

Secteur particulier de la chromatographie, la chromatographie chirale concerne la séparation des isomères des solutés présentant une activité optiques (énantiomères, diastéréosiomères…). Elle a donc un domaine d’application lié aux principes actifs (médical) mais également aux arômes. Différentes techniques sont mises en jeu : Pour simplifier la présentation, on utilise des interactions spécifiques entre deux espèces chirales. Pour qu’il y ait reconnaissance chirale, il faut trois points d’interaction entre les deux espèces (Règle des trois points de Dalglish). Deux possibilités s’offrent à l’opérateur : Soit la phase stationnaire est chirale et l’on utilise des phases mobiles classiques (peu polaires ou hydrophiles suivant la nature des solutés), soit n utilise une phase stationnaire non chirale et on utilisera des phases mobiles contenant un modificateur chiral.


63 Chromatographie de perméation de gel

La chromatographie de perméation de gel, ou chromatographie d’exclusion, s’applique aux domaine des polymères, que ceux-ci soient hydrophobes ou hydrophiles. La technique est basée sur une séparation des macromolécules sur des supports poreux. Suivant la taille des molécules, elles pourront (ou ne pourront pas) pénétrer dans les pores du support chromatographique et seront ainsi séparées les unes des autres suivant le critère de leur taille.

Pour un support donné (diamètre de pore fixé), une grosse molécule, de taille supérieure au diamètre des pores du support, ne pourra pénétrer dans aucun pore du support. Elle traversera alors la colonne, sans interaction avec le support et sera éluée avec le volume mort (rétention nulle).

A l’inverse, une petite molécule  pénètrera dans tous les pores du support et présentera une rétention maximum

Entre les deux, en fonction de leur taille, les autres molécules pénètreront dans un nombre plus ou moins important de pore du support et conduiront à des rétentions plus ou moins importante, comprise entre le volume mort et la rétention maximum.

Un logiciel de traitement des chromatogrammes permet alors de déterminer la répartition des macromolécules suivant leur population et leur taille.


64 Chromatographie d’échange d’ions

Dernier aspect abordé dans ce chapitre, cette technique s’applique aux ions minéraux (anions et cations). Elle est basée sur des compétitions d’ interactions Coulombienne entre la phase stationnaire, les solutés et la phase mobile.

Dans le cas de séparation de cations, Na+, Ca2+,Fe3+…, on utilisera un support anionique de type résine sulfonique ou carboxylique (d’autres supports existent) sur lequel on va fixer nos cations (sens 1) et on éluera le système avec une solution acide (H+) (sens 2), ce que l’on peut schématiser :







    1

Résine-SO3-H+  + Na+mob
(
Résine-SO3-Na+  + H+mob






    2

Dans le cas de séparation d’anions, Cl-, SO42-, PO43-…, on utilisera un support cationique de type résine ammonium (d’autres supports existent) sur lequel on va fixer nos anions (sens 1) et on éluera le système avec une solution basique (OH-) (sens 2), ce que l’on peut schématiser :







    1

Résine-NH3+OH-  + Cl-mob
(
Résine-NH3+Cl-  + OH-mob






    2

La nature des résines et des phases mobiles peut être vaste en fonction des applications. On concevra aisément, en ce qui concerne les solutés, que leur rétention sera fonction de leur taille et de leur charge ; Les interactions les pls fortes auront lieux avec les espèces les plus chargées et les plus petites.

Un exemple d’application de cette technique est illustré par la norme NF T 90-   

Une application que vous rencontrerez, peut être, dans votre vie quotidienne, concerne les adoucisseurs d’eau (domestique) Ce ne sont que des mélanges de résines cationiques (sous forme OH-) et de résines anioniques (sous forme H+). Sur le premier support on va fixer les anions polluant l’eau (et libérer des ions OH-) et sur le second, on va fixer les cations (et libérer des ions H+), ce qui permet d’obtenir une eau de bonne qualité (suivant la nature des résines)
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