CHAPITRE 8

Principes de la chromatographie

En 1901, le botaniste russe Mikhail Tswett (1872-1919) met au point la premiére technique de chromatographie
durant ses recherches sur les pigments végétaux. Il utilise la chromatographie sur colonne avec du carbonate de
calcium comme adsorbant et un mélange d'éthanol comme éluant pour séparer la chlorophylle et les caroténoides.

Cette technique a initialement suscité peu d’intérét et est tombée dans I'oubli. Ce n’est qu’a la fin des années 1920,
10 ans aprées la mort de Swett qu’elle est « redécouverte » et plus largement développée.

1. Qudodeset qudune chrdmatographi e

DEFINITION

La chromatographie est une méthode physique de séparatioties constituants d'un mélange. Les constituants du

mélange sont entrainés au moyen d'une phase mobile(liquide ou gazeuse) le long d'une phase fixe (solide ou
liquide) dite phase stationnaire

La chromatographie est basée sur les différences d'affinité des substances a séparer a I'égard des deux phases fixe et
mobile.

Soluté

Force de rétention Force d’entrainement

Phase stationnaire Phase mobile

Chaque substance est soumise a une « force de rétention » (affinité de la substance pour la phase fixe) et a une

« force d’entrainement » (affinité de la substance pour la phase mobile). La somme de ces deux forces dépend de la
nature de chaque substance : les différents constituants d'un mélange migrent chacun a une vitesse qui lui est
propre, ce qui a pour conséquence leur séparation.

La chromatographie a une place tres importante dans la pratique du laboratoire. On I'utilise couramment dans les
cas suivants :

Dosage de substances chimiques dans les mélanges

A
A Suivi d’une réaction par analyse du milieu réactionnel (pour déterminer le moment de stopper la réaction)
A Chromatographie préparative : isolement et purification des produits d’une réaction
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2. Les différents types de chromatographi es

phase gazeuse

gaz chromatography

solide inerte polaire
ou apolaire

Spectrometre de massfouplage CPG-SM, ou GC-MS en
anglais)

i Grandeur
, Nom et sigle de la : Etat L
Nom de la technique . Etat physique et . R o caracteéri st
) technique o physique Exemples de systeme de détection des substances -
chromatographique . polarité de la phase - substance chimique
. chromatographique . . de la phase| chimiques .
en francais : stationnaire . dans des conditions
en anglais mobile ,
d’" anal yse d
Visuelsi substance colorée
CCM TLC Lampe UV/isiblesi plaque fluorescente et substance
chromatographie sur thin layer Solide polaire liquide absorbant dans UV/Visible Rt
couche mince chromatography Révélation avec réactif chimiquepermanganate de
potassium, diiode, ninhydrine...
CcC CcC Visuelsi substance colorée
chromatographie sur Column Solide polaire liquide Analyse CCMles fractions éluées et révélation des
colonne chromatography plagues CCM
HPLC Soerlndeoi'l!ii zzmme Détecteur UV/Visiblesi substance absorbant dans
CLHP . p. UV/Visible (détecteur a barrettes de diodes)
L high performance un solide ou un - , . . . .
chromatographie liquide | . °. L . liquide Détecteur réfractométrique Temps de rétention
liquid liquide polaire ou , L .
haute performance . . Détecteur spectrofluorimétriquesi substance
chromatography apolaire (traitement
. fluorescente
du gel de silice)
_C:hromatographle IC Solide polaire - , Ca , .
ionique ion chromatogranh (ionique) liquide Détecteur conductimétrique Temps de rétention
(cas particulier de CLHP) graphy q
Solide ou liquide non DCT{détecteur a conductivité thermique-catharométre)
CPG volatil (Téb élevée) TCD en anglais (thermal conductivity detector)
. GC . , . N . , .
chromatographie en imprégnant une phase | gazeuse DIF(détecteur a ionisation de flamme) FID en anglais Temps de rétention
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3.Chromatographies dodadsorption

3.1. Chromatographie sur colonne

On utilise une colonne en verre équipée d'un verre fritté et d'un robinet. La colonne est remplie d'une poudre,
généralement de I'alumine ou de la silice, ou une résine échangeuse d'ions. Un mélange est placé en haut de la

colonne. Selon la nature de I'éluant et du contenu de la colonne, certaines molécules sont plus facilement éluées
que d'autres.

>

>

A

Cette technique est principalement utilisée pour la purification en chimie organique.

3.2.  Chromatographie sur couche mince (CCM)

Technique de chromatographie planaire dont la phase mobile est liquide. Elle est couramment utilisée pour séparer
des composants dans un but d'analyse (CCM analytique) ou de purification (CCM préparative). Elle comprend :

A Une phase stationnaire une couche mince de matériel absorbant (usuellement du gel de silice, de I'oxyde
d'aluminium ou de la cellulose).

A Une phase liquidgdite phase mobile ou €luant : un solvant ou un mélange de solvants qui va entrainer les
composés a se séparer le long de la phase stationnaire.

Plusieurs facteurs affectent la qualité de la séparation et le temps d’élution :

A Polarité de I'adsorbant
A Granulométrie de I'adsorbant
A Polarité de I'éluant
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4. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Technique tres répandue en raison de sa grande sensibilité, sa polyvalence, a la rapidité de mise au point des
analyses nouvelles et aux possibilités d’automatisation. La phase mobile est un gaz inerte appelé gaz vecteuyet la
phase stationnaire est un liquide ou un solide (le plus souvent liquide).

Les composés a séparer doivent étre a I'état gazeux dans la colonne : I'analyse des liquides ou solides impose de
pouvoir les transformer a I’état de vapeur par chauffage.

La tres grande sensibilité des détecteurs permet de déceler des quantités de I'ordre du picogramme pour certains
composés.

4.1.  Appareillage

Carrier Injector Detector
gas

¢

b

Column

Flow/
pressure
control Data
system

A RETENIR

Un appareil de CPG réunit les 3 modules suivants :

A Ll’injecteur: son role est de porter I'échantillon a I'état de vapeur et de I'amener dans le flux gazeux en
téte de la colonne.

A Lacolonne: elle contient la phase stationnaire et est placée dans un four thermostaté qui permet si
nécessaire de la porter a une température élevée.

A Le détecteur: son réle est de produire un signal lorsqu’un composé arrive en fin de colonne.

Colonnes
On distingue deux principaux types de colonnes :

A Colonnes rempliega garnissage)
Elles sont en acier, de diametre externe 3 mm environ, et de longueur de 1 a 10 m.
La phase stationnaire est immobilisée par imprégnation ou par réaction chimique avec le
support poreux.

A Colonnes capillaires | es plus wutilisées aujourd’
Elles sont en silice fondue de grande pureté, imprégnée extérieurement de polyimide de
diametre interne inférieur a 0,53 mm (généralement 0,32 mm et 0,25mm) et de 25 a

100 m de longueur.
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Par ailleurs, on distingue 3 types de colonnes capillaires :

A La colonne capillaire classique (la plus utilisée) ou W.C.O.T. (tube ouvert a paroi revétue de phase liquide),
A Llacolonne S.C.O.T. (tube ouvert & paroi revétue de support imprégné),
A Lacolonne P.L.O.T. (tube ouvert a paroi revétue d'une couche poreuse).

Les plus utilisées

liguide

Cc
WCOT SCOT PLOT
wall coated wall coated porous layer
open tubular open tubular open tubufar HROM

Phases stationnaires

Pour les colonnes WCOT il existe plusieurs types de phases stationnaires : polaires, semi-polaires, apolaires et
chirales. Les deux principaux types de composés sont les suivants :

A Polysiloxanes : colonnes apolaires
T
+o-si4
Rl

A Polyéthleneglycols (ex : carbowax) : colonnes polaires

ok,

Remaques:
Il est également possible de séparer des stéréoisomeres en ajoutant des cycylodextrines.

Pour les colonnes PLOT (phase stationnaire solide) la phase stationnaiééreeld I'alumine, des tamis
moléculaires de diveesporosités ou du charbon att

Gaz vecteur et régulateur de débit

Le gaz vecteur peut étre de I’hélium, du diazote ou du dihydrogene. Il doit étre exempt de traces de vapeur d’eau et
de dioxygéne qui se comportent comme des impuretés préjudiciables pour certaines phases stationnaires polaires et
qui réduisent la sensibilité des détecteurs. C'est la raison pour laquelle on place un double filtre, desséchant et
réducteur, juste en amont du chromatographe.
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Injecteurs

Attention : Ne jamais dépasser la température de 250°C car au-dela on observe des phénomeénes de pyrolyse dans
I'injecteur. A ce moment-la on ne fait plus d'analyse mais de la combustion.

Les colonnes remplies utilisent des injecteurs a septum, ou a injection directe. Les colonnes capillaires utilisent des
injecteurs avec ou sans division (split ou splitless) :

A Mode split: dans la chambre de vaporisation, le gaz vecteur se mélange a I’échantillon injecté rapidement.
Une vanne de fuite (ou vanne de split) divise ce mélange en deux fractions dont la plus importante est
évacuée. Seule la plus petite fraction pénétre dans la colonne ce qui évite de la saturer.

On définit le « split » ou « split ratio » ainsi : split = volume injecté / volume entrant dans la colonne.
Si oninjecte 1 mL de produitet que seulement 0,01 mL rentre dans la colonne, on a un "split" de 100.

A Mode splitless: réservé aux échantillons en solution trés diluée, et demande plus d’expérience. On injecte
lentement le contenu de la microseringue en laissant la vanne 2 en position fermée durant 0,5 a 1 minute
afin que les composés vaporisés avec le solvant se concentrent dans les tous premiers décimétres de la
colonne. L'ouverture de la vanne 2 élimine de l'injecteur I'excés d’échantillon.

|IIII{_

a r: | #—— extrémiteé
Septum seringue

1

: L__-}(]: purge du septum
gaz vecteur - —*
—

2
y D=

— air dg )
sortie split refroidissement
insert

i

+———  colonne capillaire

Mode split Mode splitless
(avec division) (sans division)
Détecteurs

A Détecteur a conductibilité thermique (TCD) ou catharométre
De sensibilité moyenne, il est aujourd’hui peu utilisé. Son principe repose sur la mesure des variations de
conductibilité thermique des mélanges gazeux en fonction de leur composition.

A Détecteur a ionisation de flamme (FID) : le plus répandu
Pratiquement universel pour les composés organiques, c’est le détecteur par excellence de la CPG actuelle.
Le courant gazeux issu de la colonne pénétre dans la flamme d’un petit brileur alimentée par un mélange
d’hydrogéne et d’air. Ce détecteur détruit I’échantillon dont la combustion produit des ions et particules
chargées, responsables du passage d’un courant ionique extrémement faible entre deux électrodes.
L'extrémité du brileur sert d’électrode de polarisation (masse). La seconde électrode, de forme annulaire,
entoure la flamme. Le signal est amplifié par un électrométre en une tension mesurable.

A Spectrometre de masse
Le couplage CPG/SM est trés intéressant car il permet une séparation des composés d’'un mélange puis leur

indentification par spectrométrie de masse (voir cours sur ce sujet).

A Autres capteurs : détecteur a capture d’électrons (ECD), détecteur a photo-ionisation (PID), détecteur
thermoinonique (NPD)
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4.2, R®ali sation ddune CPG
Echantilbns

La solution d’échantillon doit avoir une concentration environ égale 8 1 mg.mL™* dans un solvant volatil (par exemple
diéthyléther, cyclohexane, acétate d’éthyle).

Les échantillons doivent passer a I'état gazeux lorsqu’on les chauffe : ils doivent étre volatils et thermostables

Certains produits ont une tension de vapeur extrémement faible ou nulle aux températures de l'injecteur. Pour
remédier ce probléme, on peut envisager une modification de I'échantillon:

A Pour les acides carboxyliques : méthylation par MeOH/BF3 qui les modifie en esters méthyliques beaucoup
plus volatils.

A Pour les alcaloides, les alcools, les amines, les aminoacides, les hormones, les glycols, les narcotiques, les
nucléotides, les phénols, les sucres et les stéroides : triméthylsilylation dans un solvant aprotique (de
nombreux réactifs de silylation existent aujourd'hui).

Facteurs a controéler

Optimiser une analyse par chromatographie consiste a régler les différents parametres pour avoir une bonne
séparation des pics (résolution) tout en ayant un temps d’analyse minimal.

A Températurede | ' injecteur et du détecteur

A RETENIR

On considere généralement qu’il faut ajuster cette température a la valeur suivante : température du composé le
moins volatil (T® d’ébullition la plus élevée) + 20 °C.

A Température de la colonne
Ce facteur est trés important : il affecte les temps de rétention(donc la durée d’analyse) : une hausse de
30 °C de la température de la colonne diminue d’environ 50 % le temps de rétention.
La température de la colonne affecte aussi la qualité de la séparation celle-ci augmente habituellement
lorsque la température diminue. Il est donc nécessaire de faire un compromis qualité / vitesse.

IMPORTANT

Il est aujourd’hui rare de travailler en technique isotherme, c’est-a-dire avec une température de colonne
constante dans le temps. En effet, les analytes ont souvent des températures d’ébullition trés différentes et/ou
des interactions avec la phase stationnaire tres différente : avec une température constante, il sera donc difficile
(voire impossible) d’obtenir une séparation convenable.

On travaille alors en gradient de température la température augmente au fur et a mesure de I'analyse. Balayer
une grande plage de température, par exemple de 50 a 250 °C sur 10 min.

A Pression et ébit du gaz vecteur
70 a 350 kPa =10 a 50 psi
Pour chaque colonne il existe une pression et un débit de gaz vecteur optimal, qu’on ne change donc
généralement pas.

A Longueur de colonne

Une colonne plus longue permet d’améliorer la qualité de la séparation mais les temps de rétention
augmentent.
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5. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

La CLHP connait un grand succes car elle permet d’analyser des composés thermosensibles ou de masses
moléculaires a la fois trés grandes et méme polaires.

La phase mobile (éluant) est un liquide (mélange de solvants de différentes polarités) et la phase stationnaire un
liquide ou un solide. On parle de chromatographie liquide haute performance pour la distinguer de la
chromatographie sur colonne.

5.1. Appareillage

Systéme d'analyse de
Injection de I'échantillon /‘,\/\ données
: 7
I iy ————\
Colonne Détecteur
. ri-— — q
MnxerI
W]
0 / > Pompe
| | B
collect d'échantillon et
Solvant A&B de déchets

A Pompes pour éluant
Pour forcer le passage de la phase mobile a travers la colonne, il est nécessaire d’appliquer une pression
importante au niveau de I'injecteur : celle-ci peut atteindre 20 000 kPa (200 bars) selon le débit imposé a la
phase mobile ou sa viscosité ainsi que selon la nature de la phase stationnaire.

A Chambre de mélange
La chambre de mélange permet de réaliser des gradients de phase mobile : la composition de I'éluant varie
au cours du temps.

enceinte

ONC CINCIICIONON
venant des
réservoirs

de solvants

—»
vers l'injecteur

1
valve doseuse de solvants

A Injecteurs
L'injection d’un volume précis de I’échantillon en téte de colonne doit se faire en un temps bref afin de
perturber le moins possible le régime de circulation de la phase mobile qui doit étre stable de la colonne au
détecteur. On utilise pour ce faire, une vanne haute pression a plusieurs voies placée juste avant la colonne.
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effluent

.S me ¥
boucle Remplissage
de la boucle

boucle

Elle fonctionne en deux temps :

X5 orifice
- de remplissage
(seringue en 4)

Vers ia coionne

vers la colonne

Injection
dans la colonne

seringue

- Dans la position de chargemensteule la communication entre pompe et colonne est assurée.
L’échantillon est introduit a I'aide d’une seringue dans un petit volume tubulaire appelé boucle. Celle-ci,
dont il existe tout un choix de volumes, est soit extérieure, soit intégrée dans le corps de la vanne.

- Dans la position injection, I'échantillon est inséré dans le flux de phase mobile par rotation de 60° d’un
levier qui permet d’inverser le sens de circulation dans la boucle. Une bonne reproductibilité des
volumes n’est atteinte que si la boucle a été totalement remplie par I’échantillon. Le volume prélevé

avec la seringueloit donc toujoursétre largement supérieur a celui de la boucle.

A Colonne

La colonne se présente comme un tube, le plus souvent en acier, dont la longueur et le diameétre présentent

des différences selon les modéles.

- Les colonnes « standard » ont un diametre interne (DI) d’environ 4,5 mm et une longueur de 10 cm.
- Colonnes de plus faibles diameétres : de plus en plus utilisées. Narrow-bore (DI 2-4 mm), micro-bore (DI
1-2 mm), capillaires remplies (DI 0,1-1 mm).

Une colonne courte permettra d’aller plus vite. Une colonne étroite se traduira par une économie de phase
mobile. Ainsi pour une colonne standard, le débit est de I'ordre de 1 mL/min, alors gu’il tombe a quelques

mL/min pour une colonne micro-bore, ce qui nécessite des pompes et des détecteurs adaptés.

A Phases stationnaires

- Gel de silice : matiere de base des colonnes actuelles

—SI0,—

OEt H,0 urée + formol, pH = 2 chauflage, 0, | !
EtO—Si—OEt —» e T e
£ [4e]
tétraéthoxysiane  particules sol-gel matrice polymére diam. 3-6 pm
urée-formol
OH
H /OH
" O\n\o : 0,51\0,51\ £
/
5{ g(o\?ko/‘('
HO. —0 -
\/Sl\/ \S >|\3 / \ OH
o/ Z
Sl \5‘ \
groupe siianol ;
géminé llaison slioxane  9roupe sitanol isole

Les microspheres ont la méme taille dans une colonne, mais il en existe de plusieurs types allant de 1 a 12 um.
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- Silices greffées : le gel de silice n’est pas utilisé tel quel en chromatographie analytique. On diminue sa
polarité pour la rendre hydrophobe.

Modifications classiques : fixation de molécules organiques au niveau des fonctions silanol.

Le gel de silice ainsi modifié devient assimilable a un liquide immobilisé. Ces phases greffées, dont la
polarité peut étre ajustée avec précision, sont a I'origine de la chromatographie de partage a polarité de

phase inversée, utilisée dans quasiment toutes les séparations.
couche monoméngue

i
SI-0H SI—O—}*R
CISIMe,R 3 R=CH,, (RP-8)
S-0H SHOH R = CigHy (RP-18)
ne = = :
SHOH Sl-O-5—R surface grefiée
i
couche polyméngue
maodification de [a surface
SIOH S-0-SIMa,R
R R Me\ R
i
CLSIMER Lo .
SH-OH — » 5|—D—Elv|—0—'5|-|... 0O5iMazR D H ? ?
+ Hz0 ’
Mo Me J5i 5|~_ = -
SI-OH SI-0-SIMe,R -7y07 A ’SI ol "O ey
C1,SIMeR DSuMa;_DR OH
Me @ e o)
SI-0-Sh-CHy~CHy—N-CHy-CHy—CHz-SO0
Me =]
Amélioration de la CLHP par réduction de la taille des particules
5.0 N
k=12 44.7 um
4.0 —
g 34.9 um
< 30
=
2
2
o 2.0
L
22.6 um Figure 33-1 Effect of particles size
1.0 — ] ° 132 of packing and flow rate on plate
‘________,_._d——-—-—' — 1.2 Hm heighr in liquid chromatography.
o -""‘____‘P;J—'—f_——- . s S 8 pm. 6,1 (From R. E. Majors, J. Chromatrogr.
0 === — Sei, 1973, Vol. 11, (2), 1973: 88-95,
0 1.0 2.0 3.0 4.0 Fig 5. Reprinted by permission of
Linear velocity, cm/s Oxford University Press.)

A Phase mobile
Suivant un principe général, a une phase stationnaire polaire on oppose une phase mobile peu ou pas
polaire et vice-versa.

A RETENIR

Chromatographie en phase normalehase stationnaire polaire / phase mobile apolaire
Chromatographie en phase invers@hase stationnaire apolaire / phase mobile polaire

Sachant que la plupart des applications actuelles font appel a des gels de silice transformés, peu polaires, de
nature plutot hydrophobe, on choisit comme phases mobiles des mélanges d’eau et d’un modifiant tel le
méthanol ou I'acétonitrile. En changeant la composition de la phase mobile, donc sa polarité, on agit par
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5.2.

I'intermédiaire des coefficients de distribution K (CS/CM) sur les facteurs de rétention k des composés (voir
plus loin).

pouvoir d'élution viscosite de melanges eawsolvant

[

Sur phase sur phase
polalre mormale & polarite INversae

solvant

léttangt

s

FAIBLE hiexanea FORT
tolsens N
trichioromethnane .
dichloromethane
. ém e i
acétate déthyle acétuanIIE
acetonitriie
methanod %, :
FORT 2all FAIBLE 1'2'|:-3H:IIJ 5’1::':'::?3%

1«1 methanol -

viscositd (centipoises)

=

polanités de guelgues familles de composés

peupolale — —— — — —— — »  rés polalre
|__hydrocarbures |
__aldehydes et cetones |
__alcools
____bhenols

A Détecteurs

L'analyse par chromatographie a rarement pour but de déterminer la composition totale de I’échantillon,
mais plutot de repérer la présence ou doser un composé présent, pour lequel on a choisi un détecteur bien
adapté. Le détecteur universel n’est donc pas indispensable. Les aires relatives des pics d'un
chromatogramme n’ont souvent aucun rapport avec la composition molaire ou massique du mélange
analysé.

Les modes de détection les plus courants reposent sur les propriétés optiques des composés : absorption,
fluorescence et indice de réfraction :

- Détecteur spectrophotométrique

- Détecteur spectrofluorimétrique

- Détecteur réfractométrique

- Autres

R®al i sation dbéune CLHP

Préparation de |’ échantill on

Il est important de connaitre la nature de son échantillon : miscibilité, composé ionisable ou non, pKa,
stabilité par rapport au pH, polarité ... Si la composition du mélange est connue il est vivement conseillé de
se procurer les standards correspondant a chacun des différents solutés du mélange, de maniere a mieux
cerner leur comportement individuel.

L’échantillon doit toujours étre filtré.
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A Influence du pH
Il est important de tamponner I'éluant : une simple variation de température peut provoquer une variation
de pH si I e mi | i.6ruunerpétite Gartiatiop de pH péuttproypauer de@randes variations
de temps de rétention !

A . Base forte
&§8 Base faible
§ — Acide faible
3 — Acide fort
o — Composé neutre
el =
9_) o~
=
=
[=]
>

=
o

pH de I'éluant

Pour les acidestamponner a un pH < de 2 ou 3 unités au pKa. Si le pKa du produit est trop bas, il faut alors
travailler a un pH tel que la forme ionisée soit toujours présente. Dans ce cas, il est nécessaire d’ajouter un
contre-ion qui formera un agrégat neutre qui, lui, sera retenu sur la colonne.

Pour les basestamponner a pH > de 2 unités au pKa. Si le pHa est trop haut, utiliser un contre-ion.

A Choix du débit

Les colonnes HPLC a base de silice peuvent théoriquement accepter tout débit a condition de respecter une
pression correcte. Relation type de la pression en fonction du débit sur les colonnes Uptisphere C18 :

4500

4000 T Pression = f (Débit)
3500 +— Aceétonitrile/Eau (72/25)
250 x4.6 mm ; 5 pm, 25°C

3000 +— UP50DB

2500

UPSTF
2000

1500

UPSNEC

1000

500

UPSHSC

Comme pour la CPG, a chaque colonne correspond un débit optimal permettant d’avoir une résolution la
meilleure possible.

A Choix et optimisation de la phase mobile
En général, on modifie la polarité mélangeant de I'eau a du méthanol ou de 'acétonitrile.

Acétonitrile : meilleure efficacité que le méthanol, mais plus cher.
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Régle disoélution :
@ AcN = 0.78% & MeQOH

& THF = 0.62% & MeOH

Phase mobile 1 = 20/50MeOH/H,0

B+C

«———p Phase mobile 2 = 39/61 ACN/H,0

Isoeluance

B+C

Si avec le nouveau solvant, une coélution existe et est différente de celle obtenue précédemment, un mélange

ternaire s'impose.

Mise en place d'un mélange tertiaire

Log k‘ Log k
MeOH/H,0 (2)
ACNIH20 (1) c 50/50
39/61 i
} — /
]
/
AvBO=—"_ |
A R S S
— ‘ 100% Phase mobile 1 50% de 2 100% Phase mabile 2
Compaose A 50% de 1
—— Composé B U
—— Compose C
Coélution

- Meilleure compasition

A Choix de la température

En général, le travail a haute température facilite la séparation, la diffusion des composés dans les deux
phases en est favorisée, d’ol I'augmentation des vitesses de transfert entre la phase stationnaire et la phase

mobile et donc, le nombre d’échanges.

6. Chromatographie ionique

La chromatographie ionique est un cas particulier de CLHP dans lequel la phase stationnaire est un solide échangeur
d’ions et la phase mobile une solution aqueuse ionique. La détection se fait généralement par mesure de

conductance.

Cette technique est adaptée a la séparation des ions minéraux et de toutes sortes de molécules organiques a la

condition gu’elles soient polaires
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6.1.

Appareillage
bhase mobile -
! (aqueuse) »| pompe(s) v g”{fg&ifé —-I COLONNE
T
I
|
Cl avec suppresseur : Cl directe
I
! I
I
suppresseur |
chromatogramme —l '
€ détecteur a
temps conductivité

A Colonne et phase stationnaire

On utilise des colonnes contenant des phases stationnaires comportant des sites ioniques pour qu’il se crée
des interactions dipolaires avec les analytes a séparer. Plus grande est la charge portée par un soluté, plus ce
dernier est retenu par la phase stationnaire. Ce processus d’échange est lent, comparé a ceux qui régissent
les autres types de chromatographie. Pour les composés organiques, il se superpose au mécanisme
précédant les effets déja décrits en CLHP avec les colonnes a polarité inversée. Parmi les composés
séparables en Cl on trouve les mono ou polysaccharides, les nucléosides et nucléotides, les acides
carboxyliques les anions et cations organiques ou minéraux divers (métaux de transition, terres rares) ... Les
appareils sont constitués de modules indentiques a ceux déja rencontrés en CLHP (fig. 4.1). Les parties au
contact de la phase mobile doivent étre en matériaux inertes compte tenu de I'agressivité des solutions
aqueuses acides ou basiques qui servent d’éluants. La progression et la séparation des composés de
I’échantillon reposent sur des phénomeénes d’échanges ioniques.

On distingue deux situations :

- Séparation des cations : on choisit une colonne appelée cationique dont la phase stationnaire
comporte des sites aptes a échanger les cations. Une telle phase est constituée par exemple par un
polymeére greffé avec des groupements —SO3H (c’est par conséquent I'équivalent d’un polyanion).

- Séparation des anions : on choisit une colonne dite anionique. Celle-ci est obtenue par exemple a
partir d’'un polymeére comportant des groupements ammonium).

Exemple : colonne anionique comportant des groupements ammonium quaternaire, en équilibre avec une phase
mobile riche en anions hydrogénocarbonates (contre-anions). Ainsi, tous les sites cationiques de la phase
stationnaire se trouvent appariés avec les ions de la phase mobile.

2 ® 3 @
X
BNy

— — ®

®E GG @ ©E

V

[llustration de la progression d’un anion A- au contact d’une phase stationnaire ammonium appariée avec un contre-
anion E- de la phase mobile. L’ion E- (généralement I'ion hydrogénocarbonate) est fixé sur la phase stationnaire.

L’anion A- (ion chlorure par exemple), qui est dans la phase mobile vient prendre la place de I'ion E-. Ensuite,

I’élution produit une inversion du sens de la réaction d’équilibre en régénérant, au niveau du site considéré, la phase
stationnaire liée a un ion E-(ou un autre ion de méme type). La progression de A- dans la colonne dépendra de son

affinité avec les sites ioniques de la colonne.
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A Suppresseur
Comme I'éluant est fortement ionique, les ions qu’il contient peuvent masquer le signal apporté par les
faibles concentrations des ions de I'analyte. Pour améliorer la sensibilité de leur détection on intercale entre
la colonne et le détecteur un dispositif destiné a supprimer ces ions : on I'appelle ... le suppresseur !

En réalité, le suppresseur est une autre colonne échangeuse d’ions qui remplace les ions de I'éluant par
d’autres de plus faible conductivité. L’exemple suivant explique le mécanisme d’action d’un suppresseur qui
contient une phase stationnaire avec des groupements fonctionnels de charge opposée a ceux de la colonne
de séparation :

élution du cation M+

remplissage anionique
colonne séparatrice P 9 4

détecteur conductimétrique

en amont
— — ST —  e—
L 1’
ions avant suppresseur i ions apres suppresseur
H" Cr M H:0 M"™ OH  H0

cr o« —> OH +

Figure 4.9 Suppresseur chimique a colonne de neutralisation.
Dans cet exemple de détection d’un cation, le suppresseur anionique purge I'éluant des
ions H™ et de la quasi-totalité des ions CI™, facilitant ainsi la détection du cation M*.
On a associé a une colonne de séparation cationique (ex. ArSO4H) un suppresseur chi-
mique contenant une résine anionique (ex. ArCH»(NR)30H) pour neutraliser les cations
de |"éluant.

Dans cet exemple de détection d’un cation, le suppresseur anionique purge |'éluant des ions H* et de la
guasi-totalité des ions CI-, facilitant ainsi la détection du cation M*.
On a associé a une colonne de séparation cationique (ex. ArSOsH) un suppresseur chimique contenant une
résine anionique (ex. ArCH,(NR)sOH) pour neutraliser les cations de I'éluant.

Supposons que 'on ait séparé un mélange contenant les cations Na* et K* avec une colonne cationique dont
la phase mobile est de I'acide chlorhydrique dilué. En sortie de colonne, les ions Na+ et K+ sont accompagnés
des ions H+ apportés par 'acide chlorhydrique. Les ions chlorures assurent I’électroneutralité a I'ensemble
du milieu. Apreés la colonne séparatrice, la phase mobile traverse une seconde colonne qui contient une
résine anionique dont I'ion mobile est OH". Les ions CI” se fixent sur cette colonne en déplagant les ions

OH™ qui réagissent sur les ions H* pour donner de I'eau.

A Détecteur a conductivité

Le détecteur est généralement un conductimetre. On mesure, en sortie de colonne, la conductance (inverse
de la résistance) de la phase mobile entre deux micro-électrodes. Pour pouvoir faire une mesure directe, il
faut utiliser un éluant peu chargé en ions, possédant une faible conductance et disposer d’une cellule de
mesure thermostatée a 0,01 °C pres. La cellule de mesure, disposée en aval de la colonne, est d’'un volume
tres réduit (environ 2 mL).
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