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PARAMETRES D'UN SYSTEME CHROMATOGRAPHIQUE

METHODES D'ANALYSES QUANTITATIVES

I. Caractéristiques d'un chromatogramme

L'élution d'un composé se traduit par le tracé d'un pic chromatographique d'allure gaussienne caractérisé par différents paramètres :

· Le temps de rétention tR : temps entre l'injection et le sommet du pic.

· Le temps mort t0 ou tM : temps entre l'injection et la sortie d'un composé non retenu

La différence entre ces 2 temps est appelé temps réduit t'R = tR - t0
· La largeur "à la base"  : mesurée en fait à 13,5% de la hauteur du pic

· La largeur à mi-hauteur 1/2 ou  : grandeur la plus facile à mesurée

· Sa surface proportionnelle à la quantité de composé

Allure d'un pic :
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II. parametres d'un systeme chromatographique

2.1. Théorie des plateaux

Elle correspond à une modélisation de la chromatographie selon laquelle chaque soluté se déplace progressivement en une suite d'étapes distinctes. La colonne de longueur L serait découpée en N petits disques fictifs de même hauteur H. pour chacun d'eux la concentration en soluté dans la phase stationnaire serait en équilibre avec sa concentration dans la phase mobile. A chaque nouvel équilibre, la soluté a progressé d'un petit disque supplémentaire appelé plateau théorique.

On définit ainsi la hauteur équivalente en plateaux théorique HEPT ou H :

 H = L / N 
2.2. Coefficient de distribution K

= Paramètre de base d'un système chromatographique. Il quantifie le rapport de concentration de chaque composé entre les 2 phases :

K = C phase stationnaire / C phase mobile
2.3. Grandeurs de rétention
Ce sont :

· Les temps de rétention (cf. ci-dessus)

· Le volume de rétention VR (ou volume d'élution): le volume de phase mobile nécessaire à entraîner le soluté jusqu'à la sortie de la colonne. Sur le chromatogramme, il correspond au volume de phase mobile qui s'est écoulé entre l'instant de l'injection et celui correspondant au sommet du pic.

Soit D le débit de la phase mobile, alors :
VR = tR x D
· Le volume de la phase mobile de la colonne (ou volume mort VM) peut-être calculé sur le chromatogramme par introduction d'un composé non retenu par la phase stationnaire selon :

VM = tMx D
· Le facteur de rétention k (ou de capacité k') : 
Il correspond au rapport entre la masse de composé dans la phase mobile sur la masse de composé dans la phase stationnaire.

Il rend compte de la "capacité" de la colonne à retenir un composé. A partir d'un chromatogramme  :

k' = (tR – tM) / tM 

[ou tR = tM ( 1 + k')]

Plus k' est grand, plus le composé sera retenu longtemps dans la colonne (mais plus le pic s'élargira!).

Le contrôle de k' peut-être obtenu en jouant sur la composition et la polarité de l'éluant.

2.4. Efficacité

Elle se traduit par la finesse des pics obtenus pour les composés. Plus le pic et fin, plus la colonne est efficace. Elle est exprimée :

· En nombre de plateaux théoriques N :

N = 16 (tR / )² = 5,54.(tR / )²
Il correspond au nombre d'équilibres successifs qu'à subi un composant du mélange;

Le tR et  ou  doivent être exprimés dans la même unité (temps, distance ou volume écoulé si le débit est constant)

Plus le pic est fin, plus N est grand et donc plus la colonne est efficace. 

N est caractéristique d'un système chromatographique (colonne + solvants + composés à séparés)

N peut-être augmenté

* en réduisant le débit de l'élution (mais le temps de rétention en sera augmenté également)

* en augmentant la pression

· On en déduit la hauteur équivalente en plateaux théoriques HEPT ou H :
H = L / N 
(où L est la longueur de la colonne)

Si l'on tient compte des temps morts, on définit :

· Le nombre de plateaux efficaces N' (= nombre de plateaux théoriques effectifs Neff ) :
N' = 16 [(tR- t0)/ ]² = 5,54.[tR – t0) / ]²
· La hauteur équivalente en plateaux efficaces Heff
Heff = L / Neff
2.5. Sélectivité

Pour préciser la position relative de 2 pics adjacents ( 1 et 2 ) sur un chromatogramme, on exprime le facteur de séparation (ou de sélectivité)  selon:

 = k'2 / k'1 = (tR2 – tM) / (tR1 – tM) = t'R2 / t'R1
Il ne permet pas de savoir à lui seul si la séparation est réellement possible, mais plus  est élevé, plus la séparation est facile.

2.6. Résolution

La résolution correspond à une grandeur numérique caractérisant l'aptitude du système chromatographique à séparer 2 composés d'un mélange.

Le facteur de résolution est calculé selon :

R = 2 ( tR2 – tR1 ) / ( 2 + 1 )
ou

R = 1,177 ( tR2 – tR1 ) / ( 2 + 1 )
On considère que la séparation est bonne (c'est-à-dire retour à a ligne de base entre les 2 pics) si R>1,5
Si l'on admet que les 2 pics sont symétriques (2 = 1), la résolution peut-être exprimée en fonction des 3 autres paramètres fondamentaux selon :

R = ¼ (N2 x [( - 1) /  ] x [k'2 / ( 1 + k'2)]
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Cette  dernière relation montre l'influence de l'efficacité, du facteur de capacité et de la sélectivité sur la résolution.

2.7. Equation de Van Deemter

Etablie au préalable en CPG sur colonne remplie;

C'est une équation mathématique qui relie la HEPT à la vitesse moyenne d'écoulement de la phase mobile ū dans la colonne selon

H = A + ( B/ū ) + ( C.ū )
La courbe correspondante est une branche d'hyperbole qui passe par un minimum correspondant au débit optimal .
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Les trois coefficients numériques expérimentaux A, B et C caractérisent divers paramètres physico-chimiques du système:

· A : terme de remplissage
Ce terme caractérise l'écoulement de la phase mobile le long de la phase stationnaire.

Il dépend de la taille des particules constituant la phase stationnaire ainsi que de leur répartition. La vitesse d'écoulement sera différente selon :

· L'écart entre les particules : plus elles sont serrées, plus le passage est ralenti

· Pour un écart large entre 2 particules, la vitesse d'écoulement sera plus rapide au centre qu'au contact des particules

Ce terme est une constante, indépendant de ū qui est d'autant plus grand que le diamètre des particules est grand.

A est surtout important dans les colonnes remplies garnies de particules ; il est peu important en chromatographie liquide et nul pour les colonnes capillaires.

· B : terme de diffusion
Il traduit la tendance naturelle des molécules de solutés à se disperser c'est-à-dire à diffuser dans toutes les directions; cette dispersion et d'autant plus grande que le débit est faible. 

Ce terme est important quand la phase mobile est un gaz.

· C : terme de transfert de masse

Il traduit la résistance des solutés à se répartir à l'équilibre entre les deux phases. Plus le débit augmente, plus l'équilibre est difficile à atteindre (du fait des turbulences et des gradients de concentration qui sont plus importantes)et une partie des solutés peut-être entrainée hors équilibre. 

Ce terme c est égal à la somme du coefficient de diffusion dans la phase mobile gazeuse et du coefficient de diffusion dans la phase stationnaire liquide : C = CG + CL
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En pratique : pour connaître A, B et C : on réalise plusieurs mesures d'efficacité pour un même composé à des débits différents (ū), puis on modélise l'hyperbole afin de déterminer les paramètres de l'équation et d'en déduire les valeurs de A, B et C.

Rq : Pour les colonnes capillaires de CPG, il existe une équation comparable selon : 



H = (B/ū) + CL.ū+ CG.ū

III. methodes d'analyse quantitative

Basée sur la relation de proportionnalité entre :

· la masse du soluté injecté : mi
· la surface du pic: Ai
selon ;


mi = k.Ai
L'analyse quantitative nécessite un étalonnage préalable avec un étalon de concentration voisine (ou plusieurs étalons pour réaliser une gamme d'étalonnage)

3.1. Etalonnage externe


Etalon :  mét = k.Aét





méch = mét x (Aéch / Aét)

Echantillon : méch = k.Aéch
Si l'on injecte le même volume, alors 


éch = méch / v

ét = mét/ v

 d'où 

éch = ét x (Aéch / Aét)
3.2. Etalonnage interne

On utilise pour le dosage d'un composé A :

· Une solution étalon de ce même composé

· La solution X à doser

Dans ces 2 solutions, on ajoute une même quantité d'un autre composé EI (= étalon interne) qui sortira de la colonne avec un temps de rétention différent.

Pour chacune des solutions , on obtiendra donc un profil avec 2 pics, l'un pour le composé A et l'autre pour EI

Pour chaque solution, la concentration du composé A est proportionnelle au rapport de la surface du pic de A sur la surface du pic de EI  soit:
A = K.(AA / AEI)
Pour la solution X         :     AX = K.(AAX / AEIX )

Pour la solution étalon  :     A ét = K.(AA ét / AEIét )

Soit              AX  =   [A ét / (AAét / AEIét)] . [ AAX / AEIX ]


Facteur F

 pouvant être calculer directement par l'intégrateur de l'appareillage.

� EMBED Word.Picture.8  ���








_1169383986.doc
[image: image1.png]———m s e







Hauteur du pic







temps











(Rq :  = 1,7







tR







tO















injection















50% hauteur












