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6) METHODES
CHROMATOGRAPHIQUES




TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES

? Définition

| La chromatographie regroupe un ensemble de
techniques qui permettent de séparer les composés
contenus dans un mélange afin de les identifier et/ou les
guantifier.

La séparation est réalisée grace a :

» Une phase stationnaire : retient plus ou moins les composés
d'un mélange permettant leur séparation

» Une phase mobile : entraine les composés du mélange a
travers la phase stationnaire selon difféerents modes.




TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES

. Principe
7

| La chromatographie repose sur la différence de
distribution des constituants d’un échantillon entre la
phase stationnaire (qui peut étre solide ou liquide) et la
phase mobile (qui peut étre un liquide ou un gaz) non
miscibles entre elles.

» On défini alors le coefficient de distribution K

Concentration de 1’analyte dans la phase stationnaire

Kq =
d Concentration de 1’analyte dans la phase mobile

Les molécules ayant un Kd éleve sont retenues plus fortement par la phase
stationnaire que les molécules ayant un K, plus faible




TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES

Y 4

Classification

" La nature des phases stationnaires et mobiles
Selon: . Le mécanisme de rétention
" Le procédé opératoire

Classification
selon la Nature
des phases

Phase mobile liquide :
Chromatographie en phase
liquide (CPL)

Chromatographie liquide-liquide (CLL)

Chromatographie liquide-solide (CLS)

Phase mobile gazeuse :
Chromatographie en phase
gazeuse (CPG)

Chromatographie gaz-liquide (CGL)

Chromatographie gaz-solide (CGS)

Phase mobile Supercritique : Chromatographie en Phase Supercritique




TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES

? Classification
| " La nature des phases stationnaires et mobiles
Selon: . Le mécanisme de rétention
" Le procédé opératoire
Partage selon la polarité entre la phase mobile
Partage : T
et la phase stationnaire liquide
Classification Adsorption Adsorption physique selon la polarité
selon le Exclusion Rétention selon la taille des molécules
Mécanisme de Ech & Interactions électrostatiques selon la charge des
rétention change dions molécules

Affinité

Interactions biologiques ou chimiques sélectives
avec un ligand




?

TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES

Classification

" La nature des phases stationnaires et mobiles
Selon: . Le mécanisme de rétention
" Le procédé opératoire

Classification
selon le
Mécanisme de
rétention

lon-exch
Partage (d) lon-exchange

Adsorption _
Exclusion

Echange d’ions

< ey s Separation based on exchange
Affinité between surface and eluents




TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES

. Classification
; " La nature des phases stationnaires et mobiles

‘ : []
Selon: . Le mécanisme de rétention
" |Le proceédé opératoire

Chromatographie sur colonne

Classification

| selon le Procédeé Chromatographie sur papier

Chromatographie

opératoire

planaire

Chromatographie sur couches minces (CCM)
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1) CHROMATOGRAPHIE PLANAIRE




Chromatographie planaire

Cette chromatographie recouvre la chromatographie

sur couches minces (CCM) et la chromatographie sur
papier.

> La phase stationnaire est sur la surface d'un

support plat (CCM) ou dans une feuille de cellulose
poreuse (chromatographie sur papier) ;

» La phase mobile est un liquide (solvant) qui se

déplace par capillarité ou par gravité tout au long
de la phase stationnaire.




CHROMATOGRAPHIE SUR
PAPIER




Chromatographie sur papier

. Principe
J 4

| » Méthode qualitative couramment utilisée pour la
séparation et l'identification des composeés
colorés.

» Repose sur la séparation des biomolécules d'un
mélange sur la base du phénomene de partage,
c'est-a-dire la différence de solubilité et donc de
distribution d'une biomolécule donnée (analyte)
entre la phase stationnaire et la phase mobile.




Chromatographie sur papier

? Le papier (support)

' = » En cellulose inerte

» Largement hydraté (distribution de I'analyte entre 'eau immobilisée
(phase stationnaire), et le solvant constituant la phase mobile)

Whatman No. 1 Chromatography
Paper, 11-cm2 Sheets

Chromatography Paper Strips




Chromatographie sur papier

Phase stationnaire

; » constituée par I'eau elle-méme adsorbée sur la cellulose du
papier ou liée chimiqguement a elle

» Les composés les plus solubles dans I'eau sont fortement
retenus par la phase stationnaire et migrent donc lentement

Phase mobile

» souvent un mélange de solvants organiques et de I'eau.

» Les solvants utilisés sont plus ou moins polaires

» Le choix de la composition de la phase mobile se fait selon la
polarité des composants de |'échantillon a analyser

» Ex. de solvants: méthanol, I'éthanol, I'acide éthanoique et le
propanol




Chromatographie sur papier

Méthodologie >

\

1. Dépot de
I'échantillon




Chromatographie sur papier

Méthodologie

1. Dépot de
I'échantillon

Paper

2. Développement

(élution)

T .

Sample
at origin




Chromatographie sur papier

Méthodologie

1. Dépot de
I'échantillon

2. Développement

(élution)




Chromatographie sur papier

Méthodologie

1. Dépot de
I'échantillon

2. Développement
(élution)

3. Révélation "

— o t— S ——

Spots visibles a I’oeil nu Spots visibles sous lampe UV




Chromatographie sur papier

Méthodologie cm Rf,
Tcm t Front de solvant 8 1
) p— & = iz
1. Dépot de
I'échantillon \ 2 975 ~> B
2 L 4 0,50 = Rf
2. Developpement =% @ ' 2
(élution)
— 2 025 = Rf,
3. Reveélation v " 1
1cm t
4. Calcul de Rf
(rapport frontal) e Distance parcourue par l'échantillon(cm)

Front du solvant (cm)




CHROMATOGRAPHIE SUR
COUCHES MINCES
(CCM)




Chromatographie sur couches minces (CCM)

Contexte et Principe

La chromatographie sur couches minces (CCM):

» Forme de chromatographie planaire la plus couramment utilisée

» Emploie une approche expérimentale tres similaire a Ia
chromatographie sur papier.

» La CCM repose sur la séparation des biomolécules d'un
mélange sur la base de des phénomenes d'adsorption
et/ou de partage.

o pour les phases stationnaires polaires : Phénomene
d'adsorption prédominant ;

o Dans le cas des phases inverses (phases stationnaires
hydrophobes) : Phénomene de partage prédominant.




Chromatographie sur couches minces (CCM)

7 Phase stationnaire >
‘ T » consiste en une couche adsorbante uniforme sur une

plaque souple (polymere ou aluminium) ou rigide (verre).

PLAQUES DE SILICE SUR SUPPORT
ALUMINIUM

Silice sur plaque de verre




Chromatographie sur couches minces (CCM)

? Phase stationnaire

: » Les phases stationnaires adsorbantes les plus couramment
rencontrées :
* Le gel desilice;
* L'alumine (pas l'aluminium) ;
* La cellulose.
» Types d’interactions entre phase stationnaire et analyte :
forces électrostatiques / liaisons hydrogene.

—

»  Epaisseur de la couche de phase stationnaire:
* 0,2 mm (200 um) pour une plaque analytique
 1-3 mm pour une plaque préparative




Chromatographie sur couches minces (CCM)

Phase stationnaire >

Silice vierge (ou gel de silice)

‘h La silice vierge est un polymeére réticulé de dioxyde de silicium hydraté (SiO,.(H,0),).
Le coeur des grains de silice est composé de groupements siloxanes (-Si-O-Si-). La surface est recouverte
‘ de groupements silanols (alcool libre, SiOH). Certains groupements silanols sont reliés entre eux par des
liaisons hydrogénes ou d'autres peuvent étre hydratés.

Silanols liés . .
H P H Silanol Ce sont les groupements silanols qui conferent a

libre la silice son caractere polaire mais également un
caractere acide, qui peut entrainer des réactions
parasites (dégradation des composés).

La silice est le support de base en chromatogra-
phie. Elle peut étre utilisée directement comme
phase stationnaire (support le plus courant en
chromatographie sur colonne et en CCM) ou les
groupements silanols peuvent étre fonctionnali-
sés pour donner des silices greffées

Schéma d’un grain de silice vierge



Chromatographie sur couches minces (CCM)

ﬁ Phase stationnaire

Alumine (ou oxyde d'aluminium)

| L'alumine est composée d'oxyde d'aluminium hydraté (Al,05.(H,0),).
La surface des grains est recouverte de groupements hydroxyles, d’aluminoxanes (Al-O-Al) , de cations

Al* ou d'oxydes anions AlO~. Cela conduit a trois formes d’alumine en fonction du pH : alumine acide
(pH 4-4,5), neutre (pH 7-8) ou basique (pH 9-10).

Alumine

. Avantage : les différentes formes d'alumine disponibles en
neutre OH Alumine

fonction du pH permettent d'adapter la phase stationnaire aux
e composés a analyser possédant des fonctions sensibles au pH.

Alumine , . ; 2

basique Lalumine (sous ses trois formes) est un support classique
A @ en CCM.

O“Na- La rétention sur alumine est similaire a celle sur silice.

Exemple d’application
Purification sur alumine neutre de composés possédant
Schéma d’un grain d'alumine une fonction protonable sur silice vierge.




Chromatographie sur couches minces (CCM)

Phase mobile

; . » Constituée d'un solvant unique ou d'un mélange
de solvants.

» Choix du solvant : en fonction de la polarité des
constituants de I'échantillon.

» Solvants les plus courants : I'hexane, I'acétone et
I'alcool.




Chromatographie sur couches minces (CCM)

Méthodologie

1.Depot de
I'échantillon

— Le dépot des échantillons peut étre réalisé sous forme de
points ou de bandes. Les dépots sont faits manuellement a

I'aide d’un capillaire, d'une pipette ou d'une seringue sur la
phase stationnaire.




Chromatographie sur couches minces (CCM)

Méthodologie

— L'élution est réalisée dans une cuve de migration qui contient
une solution d’élution = phase mobile

2.Développement

(élution) /_ /ﬁl

|




Chromatographie sur couches minces (CCM)

Méthodologie

— Lavisualisation de la plaque peut étre effectuée directement
a l'ceil nu dans le cas de composés visibles et/ou a I'aide d’'une
lampe UV (pour les composés capables d’absorber ou

d'émettre de la fluorescence a 254 nm ou 365 nm).

Exemples de quelques révélateurs chimiques

Révélateurs Réactifs Molécules ciblées

3.Révélation

alpha naphtol éthanolique

Molisch + solution d’acide sulfurique SULLED
Ninhydrine ninhydrine acides aminés
Neu diphénylborate d’aminoéthanol polyphénols
Dragendorff iodobismuthate de potassium alcaloides
. solution éthanolique de —
Vanilline 3 non spécifique

vanilline et d’acide sulfurique

Visualisation

lumiere blanche

lumiére blanche
UV 365 nm

lumiere blanche

lumiére blanche

Couleur de révélation

violet

rouge, jaune
jaune, vert, bleu
orange

variable selon
les molécules




Chromatographie sur couches minces (CCM)

Exemple de visualisation d'une plaque CCM selon différents moyens de détection

Lu_mi_ére blanche

Peu de composés visibles

Les plaques « F254 » possédent dans leur phase stationnaire
un indicateur de fluorescence vert (parfois bleu) permettant
de visualiser les substances qui absorbent dans I'UV a 254 nm
(absorbance caractéristique des noyaux aromatiques).
Celles-ci apparaissent en sombre sur le fond fluorescent.

Les molécules fluorescentes sont visibles a 365 nm sur
fond sombre.

Révélation chimique non spécifique de I'ensemble des
composeés présents sur la plaque.




Exemple de CCM : Chromatographie sur couches minces d’extraits végétaux.

» De 1a4: Extraits
végétaux ;

» De 5all:témoins de
composés
phénoliques:

5 : Acide gallique
6 : Flavone

7 : Naringine

8 : Catéchine

9 : Morine

10 : Rutine

11 : Quercétine.

1 2 3 4l 6 7 8 9 10 11



Chromatographie sur couches minces (CCM)

Méthodologie

4.Calcul de Rf

1cmt
s

8cm

I
>
S

Y
1cmt

Rf =

Front de solvant

-

Ligne de dépot
| aZ—

cm

Rf,

075 = Rf,

0,50 = Rf,

025 = Rf,

Distance parcourue par l'échantillon(cm)

Front du solvant (cm)




Chromatographie sur couches minces (CCM)

?‘ » Domaines d'application : chimie, biochimie,
* agroalimentaire, environnement, pharmaceutique,
clinique, toxicologie, médecine légale...etc.

» Analyse de diverses substances : lipides, acides
organiques, carbohydrates, peptides, phénols,
colorants naturels et synthétiques, vitamines...etc.

» La CCM peut étre appliquées a des fins analytiques
(qualitatives ou semi-quantitatives), ou

préparatives.




Chromatographie sur couches minces (CCM)

? » CCM analytique : permet l'identification de
composeés par comparaison a un produit de
référence déposé sur la méme plaque.

» permet aussi d'avoir un premier apercu du contenu
moléculaire d’'un échantillon avant |'utilisation de
méthodes de caractérisation plus poussées
(criblage ou screening)

» CCM préparative : permet la purification des
molécules.




Br4 et Ch6 = Flavone {

Rf =0.62
Ch5 = Morine
Rf = 0.57

Ch3 = Catéchine
Rf=0.51

Ac3 = Naringine
Rf=0.22

Ch1l = Rutine
Rf =0.197




LA CCM PREPARATIVE



CCM préparative

YV V

Utilisées pour la Purification de molécules

Consiste a déposer une grande quantité d’extrait sur toute
la largeur de la plaque et a faire migrer celle-ci avec un
systeme d’élution optimisé au préalable.

Cela permet de séparer la/les bande(s) d’intérét par

grattage de la silice et désorption dans un solvant
approprié

] \E 1) Grattage

2) Récupération de la silice
imprégnée du produit
d'intérét

3) Désorption par solubilisation

—_— puis filtration pour éliminer

la silice

--------------------------------

Dépdt concentré Elution




CCM préparative

- Bandes séparées
| pouvant étre grattées

<«——— Zone de dépot

Fractionnement d’un extrait de plante par CCM préparative




CCM préparative

| .« Caractéristiques des plagues adaptées pour réaliser
une CCM préparative :

»dimension de la plague : 20 x 20 cm ;
»migration sur plague entiere (environ 15cm) ;

»épaisseur de phase stationnaire 0.5, 1 ou 2mm.




2) CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE




Chromatographie sur colonne

La phase stationnaire est confinée dans un tube en

; verre ou en plastique et la phase mobile (un solvant
| | ou un tampon) peut s'écouler a travers la phase

stationnaire.

d

Ech. i i
, C




Chromatographie sur colonne

Chaque composant de I'échantillon est élué de la phase
stationnaire a un moment précis, appelé "Temps de
rétention".

Lorsque les composants traversent le détecteur, leur
signal est enregistré et tracé sous la forme d'un
chromatogramme.




Chromatographie sur colonne

load analyte mobile phase
: (A +B)
; —
“ column | _
—r
containing B
\ stationary A |—
phase
B
S [ ¢ BY
™
c
o
® R(B)
2 IR(A)
Q
o
©

retention time 'R




Eléments

chromatographiques

1. L’échantillon = C’est |a solution qui contient les composés a analyser.

2. Laphase mmmp C’est un gel constitué de granules qui se trouve dans une
stationnaire colonne. Les granules peuvent étre : poreuses, porter une

3 LaPhase e oBIIEMINGALE Qi 48 BEpIEATiitSvers la phase

4. La colonne mm | e ] j" > /

5. Lapompe ﬁ perm’ et de réglefée débit de la phase mM

6. Le détecteur )"Pé‘\ﬂéﬂée la quantité de chacun/olgseom/pa. S€

7. L'enregistreur |'P~‘P|iﬁ;H @%’P&@H AT

8. Le collecteur ricro-oftir :

de fractions

= - - s o
J=UT U C U onY v I

‘ *!,: Mo




Eléments
chromatographiques

1. L’échantillon

2. Laphase
stationnaire

3. Laphase
mobile

4. La colonne

5. Lapompe

6. Le détecteur

/. L'enreqistreur

8. Le collecteur

de fractions

Réservoir de Tampon
(Phase mobile)

Tuyau

Chromatogramme

e e ofe

Injecteur

Colonne

, TR A
{ o ) {
hz T
Pompe 2
Moniteur UV
(Détecteur)
J _r
& &h
\,
P
STk
. o B. oo L mm A oo - r‘?
Collecteur de [ U U] U
fractions =
- .
[ ] OO0
O O O \DD
Cables Controleur

Ordinateur



Mode opératoire

Préparer le gel.

Remplir la colonne.
Equilibrer la colonne.
Injecter I'échantillon.
Effectuer I'élution.
Récupérer les fractions.
Analyser le chromatogramme.

O N Ok wWwDdPE

Régénérer le gel.



CHROMATOGRAPHIE
D'EXCLUSION STERIQUE

Synonymes :
Chromatographie d’exclusion moléculaire; Filtration
sur gel; Permeéation sur gel; Tamisage moléculaire.




Chromatographie d’exclusion stérique

Principe

| La chromatographie d'exclusion stérique est utilisée
pour désigner la séparation des molécules de tailles
différentes en raison de leur pénétration dans les pores,
remplis de solvant, d'une phase stationnaire appropriée.

» La phase stationnaire (le gel): Un solide granuleux
Inerte et poreux

» La dimension des pores est voisine de celle de
certaines molécules a séparer




Chromatographie d’exclusion stérique

Principe
/ ’,'_- P. : '

Colonne remplie
de gel




Chromatographie d’exclusion stérique

Principe

e
| °% @ ;
0 .-‘ a

Echantillon -

&

& JAW.

3
k
. e
€
[ ¥
“ @

r /\/\/
) /
? @ oy

Retention time
(minute)




Chromatographie d’exclusion stérique

Principe

» Les grosses molécules dont
le diametre est supérieur a

\
1
/

-

s
\

-
-

\
i

> F el celui des pores sont exclues
'\s‘ 7 ‘\\‘ ‘\.01'/‘\\01 , , .
Sy FON I et donc élués en premier.

Les petites molécules et les
molécules de taille
moyenne pénetrent dans
les pores du gel --> leur
migration est retardée -->
sont donc éluées plus
tardivement




Chromatographie d’exclusion stérique

La phase stationnaire

Le gel de ce type de chromatographie est caractérisé par:

1.

S ol

Uinertie chimique

La stabilité physico-chimique

La nature chimique

Le diametre des pores (la porosité)

La taille et la forme des particules (Granulométrie)

La consistance




Chromatographie d’exclusion stérique

La phase stationnaire

: Le gel de ce type de chromatographie est caractérisé par:

1. Llinertie chimique

> Le gel ne doit pas réagir avec la phase mobile.
» Le gel ne doit pas réagir avec I'’échantillon

=> Donc il doit étre inerte chimiquement vis-a-vis des
composeés de |I'échantillon et de la phase mobile




Chromatographie d’exclusion stérique

La phase stationnaire

, . Le gel de ce type de chromatographie est caractérisé par:

2. La stabilité physico-chimique

> Le gel doit étre résistant aux conditions de
'expérience (température , pression ...)




Chromatographie d’exclusion stérique

La phase stationnaire

, . Le gel de ce type de chromatographie est caractérisé par:

3. La nature chimique

» Dextran
» Polyacrylamide
» Agarose




Chromatographie d’exclusion stérique

La phase stationnaire

, Le gel de ce type de chromatographie est caractérisé par:

4. Le diametre des pores (la porosité)

» |l détermine le pouvoir de séparation

» La porosité du gel est choisie en fonction du poids
moléculaire des biomolécules présents dans I'échantillon

A\

Chaque gel a un intervalle de séparation caractéristique

A\

Le gel agit comme un tamis moléculaire, retenant les
molécules jusqu'a la limite d'exclusion et permettant a
celles qui dépassent cette limite (molécules plus grosses)
de passer facilement.




Chromatographie d’exclusion stérique

Gel Fractionation range (Da)

Dextran (Sephadex)

Example G-10 <700
G-50 1500-30000
G-200 5000-600 000
Agarose (Sepharose)
Example 6B 10000-4 000000
4B 60 000-20000000
2B 70000-40000000
Polyacrylamide (Biogel)
Example P-2 100-1800
P-100 5000-100 000

P-300 60 000-400000




Chromatographie d’exclusion stérique

La phase stationnaire

, Le gel de ce type de chromatographie est caractérisé par:

5. La taille et la forme des particules (Granulométrie)

» Les particules du gel sont petites de granulométrie
de 40 a 300 um en chromatographie classique et de
20 a 80 um en haute performance

» La forme est sphérique, ce qui assure un écoulement
uniforme de la phase mobile




Chromatographie d’exclusion stérique

La phase stationnaire

, . Le gel de ce type de chromatographie est caractérisé par:

6. La consistance

» Elle varie selon la nature et le degré de réticulation
des gels




Chromatographie d’exclusion stérique

Mode opératoire

1.

Choix du gel == || dépend du poids moléculaire des composés a séparer

2. Choix de la phase mmmp Le pH et |a force ionique de la phase mobile dépendent

mobile de la nature des rnmnncnc de 'échantillon. La nhase

T ITUATIVITINJ T 1. IIUJ\-

Préparation du oel mmp. st dies g8 b ARt AgMARLSS Sha8e Stdtbnnaire

Remplissage de la nécessitent un gonflement par ’'eau
colonne avec la phase

stationnaire.

EqIU'“bfat'O” de la mmmp C’est |e lavage de la colonne avec la phase mobile (3 fois).
colonne

Injection de I'échantillon.

Elution — Elle se fait avec la phase mobile qui se déplace le long de la phase
Collection des fractions| stationnaire avec un débit bien déterminé. L'ordre d'élution est selon
et 'analyse du le poids moléculaire des composés de I’échantillon (les molécules les
chromatogramme. plus grosses sont éluées en premier, les plus petites en dernier)



Théorie de la chromatographie d'exclusion
stérique

; On considere une colonne de volume total V, remplie
| 1" d'un gel solvaté :

V,=V,+V,+V,

V, = V,, =Volume mort : volume d'eau externe aux granules
V, = Volume d'eau interne aux granules
V, = Volume du gel

Volume totale de la colonne (il est mesuré en remplissant la colonne d'eau)




Théorie de la chromatographie d'exclusion
stérique

? Un soluté est distribué dans I'eau interne et |'eau externe selon
: + un coefficient de distribution : K

_ Ve—lVm

K :
Vi

V. : Volume d’élution du soluté

V_, : Volume mort (il est déterminé en mesurant le Ve d'une substance totalement
exclue)

V, : Volume d'eau interne aux granules

L'expression générale qui relie le volume d'élution
. s Iy o _ V.=V_ 4+ KJV.
d'un soluté a son coefficient de distribution est : e m 1




érique

V 4

Théorie de la chromatographie d'exclusion st

V.=V_+KYV,

Soit un mélange de molécules de tailles
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Chromatographie d’exclusion stérique

Applications

* i 1. Détermination du poids moléculaire des molécules
de I'échantillon

2. Purification de biomolécules
3. Dessalage

4. Séparation de petites molécules et de
macromolécules pour autres fins

5. Concentration des solutions




Chromatographie d’exclusion stérique

1. Détermination du poids moléculaire gl

des molécules de I'échantillon

Exclusion
limit

» Le volume d'élution (ainsi que le Temps ¥
de rétention), sont linéairement corrélés
au logarithme du poids moléculaire dans
I'intervalle de séparation

4,95 -

5,11

Penetration
limit

» Détermination du poids moléculaire : a partir

d’une courbe de standards. Par étalonnage

I
I

I

I

I

|

|

I

I

|

|

[

I

|

I

I

I
4
-
s

separation region

Specific size exclusion region

direct avec des étalons (standards) de poids
moléculaires connus

—————————— v ————— ——————————————— —

130 000 Da 90 000 Da 15000 Da |




Chromatographie d’exclusion stérique

1. Détermination du poids moléculaire
des molécules de I'échantillon

1.35 kD

L Standards

- MampP

Elution volume (mL)

oy

& N
o o

Log Molecular Weight (kD)
o —
o o

<
(=

N
o

S R2 = 0.9746
/5% 24 kD
44 kD
17 kD
"

135kD ®

L & 1 i L i L 2 i 4 ! | O : A
02 03 04 05 06 07 08 09

Elution Parameter (Kay)



Chromatographie d’exclusion stérique

Applications 2. Purification de biomolécules

» Protéines, peptides, polysaccharides,
hormones, cofacteurs, acides nucléiques
...etc.




Chromatographie d’exclusion stérique

Applications 3. Dessalage

» Une colonne de gel (Sephadex G25) sépare les
substances de haut poids moléculaire éluées
dans le volume mort (volume d'exclusion), des
sels qui sont retenus a l'intérieur des granules.

» Cette méthode est plus rapide que la dialyse.




Chromatographie d’exclusion stérique

Applications 4. Separation de petites molécules et
? de macromolécules pour autres fins

» Extraction du phénol dans la préparation
d'acides nucléiques ;

» Interruption de réactions entre macromolécules
et réactifs de faible masse molaire ;

» Extraction de produits, cofacteurs ou inhibiteurs
d'enzymes ;

> ...etc.




Chromatographie d’exclusion stérique

Applications 5. Concentration des solutions

» Les substances de haut poids moléculaire
peuvent étre concentrées par addition de gel
sec (Sephadex G25 par exemple) qui en
s'hydratant absorbe les petite molécules
(solvant).

» Les substances concertées sont récupérées
apres centrifugation.




CHROMATOGRAPHIE
D'ECHANGE D’IONS




Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Principe

? . |La CEl repose sur la séparation de composés chargés
par échange d’ions grace a une phase stationnaire
greffée avec des groupements fonctionnels ionisés de
charge opposée.

La séparation des analytes est basée sur des interactions
ioniques réversibles entre la phase stationnaire chargée,
appelée « échangeur d’ion », des contres ions
échangeables et un soluté chargé.




Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Principe




Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Principe

Elution :

Concentration

1 AN

= Volume




Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Principe

En plus de la charge des analytes, la séparation en CEl
est fonction de :

>

>

>

_a force ionique du milieu ;
e pH du milieu ;

_a présence de certains additifs comme les
solvants organiques ;

Les propriétés de I'échangeur d'ion.




Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Phase stationnaire > | Un support solide (matrice, résine) sur lequel sont
greffés des groupements ioniques

1) Support: | > Solide
» Nature:
* Minéral (ex. silice)
* QOrganique
o Synthétique (ex. polystyrene)
o Naturelle (ex. Cellulose, Dextrane)
» Poreux

» Granuleux (diamétre = 30 a 800 um (chromatographie basse pression)
et 5-10 um (HPLC)

» Capacité de rétention : quantité maximale d'ions que peut fixer
I'echangeur d'ions (mEg/g de résine séche ou mEg/mL de résine humide.



Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Phase stationnaire > | Un support solide (matrice, résine) sur lequel sont
greffés des groupements ioniques

2) Groupements fonctionnels :  On les classe selon leur charge en deux catégories :

Résine échangeuse de cations (cationique) : Résine échangeuse d'anions (anionique) :
groupement NEGATIF groupement POSITIF
lié par covalence au support lié par covalence au support
G X* G"X
contre-ion échangeable contre-ion échangeable




Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Résines cationiques fortes >

Fortement ionisées quel que soit le pH
(Résines sulfoniques )

Résines cationiques faibles >

Non ionisées en milieu acide fort
(Résines carboxyliques )

Résines anioniques fortes>

Fortement ionisées quel que soit le pH
(Résines a amine quaternaire)

Résines anioniques faibles >

Non ionisées en milieu basique fort
(Résine a amine secondaire)



Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Phase mobile » Solution aqueuse

» +/- solvants polaires (méthanol-eau) (pour faciliter la
solubilité de certains solutés).

Roles de la phase mobile en CEI

> Entrainement de |'échantillon a travers la colonne

» Assure |'adsorption des molécules d'intérét sur la résine
(rétention), puis leur désorption (élution)




Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Phase mobile

On peut moduler la rétention des analytes par :

» Modification du pH (influence l'ionisation du soluté et
aussi des groupements de la résine) ;

» Modification de la force ionique (déplacement du soluté
par des ions ayant plus d’affinité pour la résine) ;

» Modification de la nature ou la proportion des solvants.



Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Al

Mode opératoire >| YT (T .

Appareillage E

Phase mobile

Seﬂngue“

Poubelle d’injectic

Suppresseur : réduit la cond
=> reduction




Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Mode opératoire

1. Choix de 'echangeur > | 5 Type (anionique ou cationique):

2.

© N o O

Choix de la phase
mobile

Equilibrage de
I’échangeur

Elution

. Analyse du
chromatogramme.

. Régeénération de
I’échangeur

Remplissage de la colonne

Collection des fractions

= selon la charge de la molécule d’intérét (ou son pHi
s’il s'agit d’'une protéine)

" selon le pH de la phase mobile

> Porosité :

Injection de 'echantilion. | ge|on |3 taille des molécules d’intérét

> Granulométrie:

" selon le type de chromatographie (a basse pression
ou HPLC).




Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Mode opératoire

1. Choixde l'échangeur |5 | 3 phase mobile de départ doit assurer I'adsorption

2. Ch%i?l( de la phase de la molécule d'intérét sur la résine
mobniie
» Choix du pH et de la Fi :
1 selon la nature de I’échangeur :

3. Remplissage de la colonne

4. Equilibrage de

léchangeur " pH : doit assurer l'ionisation du groupement
5. Injection de I'échantillon. porté par I'echangeur d'ions
6. Elution = Fi:lescontre-ions (Na* ou CI) se lient aux
7. Collection des fractions groupements chargés de la résine.
8. Analyse du ] selon |a nature de la molécule d’intérét.
chromatogramme. = pH : doit assurer l'ionisation de la molécule
9. Régéneration de d’intérét

I’échangeur



Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Mode opératoire

1. Choix de I'échangeur
2. Choix de la phase » Dans le tampon de départ (pH et Fi bien définis)

mobile > But:

3. Remplissage de la colonne

" Garantil'ionisation du groupement de I'échangeur

4. Equilibrage de :
réchangeur " Assure que tous les groupes chargés de

I’échangeur soient liés a des contre-ions
échangeables.

5. Injection de I'échantillon.

6. Elution
" Garantir que, lorsque |'échantillon est introduit

dans la colonne, les molécules d'intérét se lient a

7. Collection des fractions

8. Analyse du _ .
chromatogramme. la résine et que le plus grand nombre possible
9. Régénération de d'impuretés ne se lient pas.

I’échangeur



Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Mode opératoire

1. Choix de I'échangeur

2. Choix de la phase
mobile

3. Remplissage de la colonne

4. Equilibrage de ) _ ) )
& » Durant cette étape, il y aura adsorption des molécules

d’intérét sur la résine : La phase mobile doit fournir
5 Eluton les conditions de pH et de force ionique nécessaires
pour cette adsorption.

7. Collection des fractions

8. Analyse du
chromatogramme.

9. Reégénération de
I’échangeur



Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Mode opératoire

1. Choix de I'échangeur

2. Choix de la phase » Etape de désorption.

mobile » Réalisée soit :
3. Remplissage de la colonne = en modifiant le pH de la phase mobile (=> ce qui
4. Equilibrage de modifie la charge des molécules d’intérét => plus
'échangeur d'interaction électrostatique avec la résine =>

5. Injection de I'échantillon. élution).
6. Elution . : N
_ " enaugmentant la Fi: par ajout d'un sel (a

7. Collection des fractions concentration croissante) => apport d'ions de
méme charge que les molécules adsorbées a la
T résine (contre-ions) => compétition =>
9. Régéneération de , , e 1z A T
'échangeur déplacement des molécules d'intérét => élution.

8. Analyse du
chromatogramme.



Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Mode opératoire

1. Choix de I'échangeur

2. Choix de la phase
mobile

3. Remplissage de la colonne

4. Equilibrage de
I’échangeur

Injection de I'échantillon.

5

6. Elution
7. Collection des fractions
8

. Analyse du
chromatogramme.

9. Reégénération de
I’échangeur

>

par lavage extensif avec une solution de pH
permettant de remettre les charges dans leur valeur
initiale. Les contres ions sont réassociés a leurs
groupements fonctionnels et la résine est préte a étre
utilisée.




Chromatographie d’échange d’ions (CEl)

Applications
» Deionisation d’eau (adoucissement)

» Analyse et séparation des: « Sels minéraux ;
e Acides aminés ;
* Peptides;
* Protéines;
 Nucléotides ;
* Acides nucléiques ;
* Lipides;
* Glucides ionisés ;
* Etc.




CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE




Chromatographie d’affinité

Principe

La chromatographie d'affinité est basée sur

interactions spécifiques et réversibles entre

C

C

es

es

composeés spécifiques (ligands), lié par covalence a un

support inerte qui constitue la phase stationnaire, et son

partenaire d’affinité en solution (substance a analyser

ou affinant).




Chromatographie d’affinité

Principe
Echantillon ADSORPTION
- L.gand = BIOSELECTIVE
2 i
| & Incubation + Lavages R
g/ =
x 9 S
g =
..&i 48]
= =

Partenaire A
d'affinité
(Molécule d’intérét) Elution

Contaminants
O - D

AN NI

Matrice (résine)




Chromatographie d’affinité

f Principe
< L L*ﬁ' & Interactions
\ “ Trois types d'affinités o spacifigues
\ sont principalement Sl A
utilisés :

&
Phase mobile

» Enzyme-substrat

Phase stationnaire

» Antigéne-anticorps _dr

» Ligand-récepteur

* Ligands spécifiques
1 Molécules cibles




Chromatographie d’affinité

Phase stationnaire

Constituée d’un effecteur (ligand), Ligand

fixé par covalence a un support
poreux (matrice ou résine) par
I'intermédiaire d’'une chaine latérale
. le bras espaceur (bras fixateur).

\

Matrice (resine)
\ N\




Chromatographie d’affinité

Phase stationnaire

1) La matrice:

En Dexran, Agarose ou Polyachrylamide

Particules uniformes

Insoluble dans |'eau

Stable chimiguement et mécaniquement

Porte des groupements fonctionnels réactifs => fixation du ligand/bras
espaceur.

VVVYVYY

La matrice ne doit pas adsorber les molécules de |'échantillon

2) Le bras espaceur :
» Une chaine polycarbonnée (C6-C8) intercalée entre la matrice et le ligand.




Chromatographie d’affinité

Phase stationnaire

3) Le ligand :
» Toute substance capable de former des complexes spécifiques et stables
avec les molécules a isoler.
» Fixée directement ou indirectement sur la matrice.

Les effecteurs utilisés sont :

» Pour la purification des enzymes . » En immunologie :
= Des substrats et analogue de substrat. » Des haptenes.
= Des inhibiteurs réversibles. * Des antigenes.

L = Des anticorps.
» Des effecteurs allosteriques.

= Des coenzymes. » Pour I'étude des protéines réceptrices :
= Des hormones.




Chromatographie d’affinité

La fixation du ligand sur la Cyanogen bromide activation
matrice se fait en deux
étapes : x 7
- _ *cé's'/—OH+OH‘
(1) Activation du groupe # l
fonctionnel sur la matrice
(en utilisant le bromure £ .
= |
de cyanogene) =
(2) Couplage (ou la liaison) ONBr at 5°C
du ligand a ce groupe PGS
fonctionnel. ”

rix

§ -F—O0—C=N + B

» le ligand doit étre étroitement lié a la matrice

» La liaison ne doit pas altérer I'affinité du ligand pour son partenaire

» La construction (ligand-matrice) doit étre résistante a la modification par le tampon
d'élution (variations de pH/Fi).




Chromatographie d’affinité

Mode opératoi

re

» Fixation du ligand sur le support

1. Preéparation du gel

2. Remplissage de la
colonne par le gel
d’affinité

3. Equilibrage de la
colonne

en utilisant un tampon d'élution.

N

Avec un tampon dont le pH et la Fi favorisent les interactions

Ribreediiped éa it Iehghirdeenashorégiad & ippisriion de la

protéine => désorption).

4. Injection de >
I’échantillon.

>
o
caurs de,cette ét les molécules d'jntérét se lient spécifiguemen
AEI,%n gdl arﬁ?aaﬁ =>changement de la.conforma |Sc|)on Slefla
au li arna‘l e I@ phase stationnaire => separation

oféine).

[ g

'\ U

5. Lavage > La«

-6db rirreaj stuitavde v dig ban thiiinw e o pbremd Hierdnegaangpiédi tian eyaer ket é s

6. Elution

ligant de la phase stationnaire vis-a-vis de la molécule d'intéeréet
=> désorption.




Chromatographie d’affinité

Applications

» Adaptée, soit a 'analyse, soit a la préparation de substances
biologiques.
» Domaines d’application:

o Enzymologie : pour I'extraction d’enzymes et |a
purification d’extrait enzymatiques.

o Immunologie : pour la purification d’anticorps.

o Protéino-chimie : pour I'étude des protéines
membranaires.

o Chimie des acides nucléiques : pour le fractionnement
de divers acides nucléiques (ARNm, ARNr, etc.)




CHROMATOGRAPHIE PAR
INTERACTION HYDROPHOBE (HIC)




Chromatographie par interaction hydrophobe

Principe

La chromatographie d'interaction hydrophobe
(hydrophobic interaction chromatography, HIC) sépare
les protéines en fonction de leur caractere
hydrophobe.




Chromatographie par interaction hydrophobe

Princi
—y rincipe

En présence d'une Fi élevée
=> réorganisation des
molécules d'eau autour des
protéines => exposition de
leurs zones hydrophobes =>
| etablissement d'interactions
hydrophobes avec les
groupements hydrophobes
portés par la phase
stationnaire.

Groupement hydrophobe

‘ Protéine
NG
o Y‘g’f\ ®®

Cations

® o

Anions

Concentrations élevees en sels (Force ionique élevée)
& interaction hydrophobe entre protéines et matrice




Chromatographie par interaction hydrophobe

Principe

Elution : par un tampon a Fi faible.

\O zr otéine
&
Lt

Concentrations faibles en sels (Force ionique faible)
& absence d'interaction hydrophobe entre protéines et matrice

Gel

k__ﬂf\/O




Chromatographie par interaction hydrophobe

ﬁ Phase stationnaire

Matrice hydrophile (gel) portant un groupement
hydrophobe comme un noyau phénol a I'extrémité
d'une chaine carbonée.

OH

+-0-CH, -CH-CH2-0-© Phenyl-Sepharose

L&
I




Chromatographie par interaction hydrophobe

ﬁ Phase mobile

» Constituée par une solution aqueuse chargée en sels

o De nombreux analytes se lient a la phase
stationnaire lorsque la Fi est élevée

» Diminution de la Fi => Elution des analytes

o Les analytes élués les premiers sont les moins
hydrophobes




Chromatographie par interaction hydrophobe

ﬁ Applications

» Purification des protéines

La séparation des analytes se fait généralement en
conditions non-dénaturantes ce qui explique l'intérét
suscité par ce type de chromatographie.




CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE DE
HAUTE PERFORMANCE (HPLC)




Chromatographie liquide de haute performance

Principe

» La HPLC est utilisée pour séparer les biomolécules
d'un mélange qui est pompé sous haute pression
dans la phase mobile a travers la colonne de phase
stationnaire.

» La séparation dépend des interactions chimiques
entre les biomolécules, présents dans la phase
mobile, et la phase stationnaire.




’ Chromatographie liquide de haute performance

Principe

» La HPLC est une méthode trés polyvalente qui
englobe toutes les principales formes de
chromatographie liquide :

=> |a HPLC est une méthode automatisée
avancée de chromatographie de partage,
d'adsorption, d'échange d'ions, d'exclusion
stérique et d'affinité.




Chromatographie liquide de haute performance

Principe

7 L'échantillon est injecté dans une colonne remplie
d'une phase stationnaire de fine granulométrie
(grains de tres petite taille = 2-5um)
— Augmentation de la surface de contact entre
phase stationnaire et phase mobile véhiculant
I'échantillon

— Meilleure séparation des composants




Chromatographie liquide de haute performance

Principe

| Fine granulomeétrie => résistance 1" a I'écoulement

— neécessité d'utiliser un débit d'écoulement
élevé de la phase mobile

— augmentation de la pression

—— Deébit éleve de la phase mobile

—| diminution du temps nécessaire pour séparer
les composants

—>| Résolution améliorée (pics sont bien séparés)




Chromatographie liquide de haute performance

Avantages de la HPLC

A\

Meilleure résolution

A\

Rapidité de I'analyse

A\

Colonnes HPLC réutilisables sans reconditionnement ni
régenération
Reproductibilité grandement améliorée car les parametres

affectant I'efficacité de la séparation peuvent étre
étroitement controlés

Fonctionnement de l'instrument et Analyse des données
facilement automatisés

Adaptation de la HPLC aux procédures préparatoires a grande
échelle.




Schéma général de |'appareillage

liquide

, Elimine les bulles d‘air présentes dans la
Dégazeur %" phase mobile.

H P LC Phase mobile 2
UMet 3000

Appareillage

Pompe ~—p. Délivre les solvants dans les proportions
souhaitées et a un débit souhaité.

. Injecteur Introduit le volume d'échantillon souhaité
» Colonne en acier manuelou | (volume dinjection = 10 a 20 pL) dans
automatique) I'appareil grace a la vanne d'injection.

iInoxydable pre-rempli

Ay mAantAviarn AA

Comparaison des propriétés de différents détecteurs de I'HPLC

Type de détecteur Molécules détectées Sensibilitt  Destructif
UV-visible Molécules ayant un groupement chromophore + Non
DEDL/Corona Universel (molécules non volatiles) - Oui
Spectromeétre de masse Molécules pouvant s'ioniser =+ Oui

Fluorimetre Molécules fluorescentes +4 Non




HPLC préparative

» Colonne a diametre et/ou longueur plus importants => permet de
charger une plus grande quantité d’eéchantillon ;

» Boucle d'injection de plus grand volume (50-100 pL) ;

» Pompes assurant des débits plus élevés ;

» Présence d'un splitter (pour les déetecteurs qui dégradent les
molécules tels que le DEDL et la SM) qui divise le débit de la phase
mobile afin d’envoyer une petite partie vers le détecteur et la majorité
du débit vers le collecteur ;

» Systeme de collecte et logiciel qui le pilote afin de récuperer les
differentes fractions/molécules séparément.




Chromatographie liquide de haute performance

? Applications Dans différents domaines :

1) Clinique : quantification des médicaments dans les fluides
corporels ;

2) Environnementale : identification des produits chimiques
dans |'eau potable ;

3) Médico-légale : analyse des colorants textiles ;

4) Industriel : stabilité des composés dans les produits
alimentaires ;

5) Pharmaceutique : contrble de la qualité et de la durée de vie
d'un médicament synthétique ;

6) Recherche : séparation et isolement des composants
d'échantillons naturels provenant d'animaux et de plantes.




CHROMATOGRAPHIE
EN PHASE GAZEUSE




Chromatographie en phase gazeuse

Principe

; ~|La CPG est une technique dans laguelle
I’échantillon doit étre porté a I’état de vapeur
avant de parcourir la colonne

—>la CPG se limite aux composés suffisamment
volatils et thermiquement stables




Chromatographie en phase gazeuse

Principe Il existe deux types de CPG, chacune ayant
7’ un principe de séparation différent :

1) La chromatographie Gaz-Liquide :
» C'est une chromatographie de partage ;

» La phase stationnaire est un liquide immobilisé sur un
support solide par imprégnation ou par greffage.

» Est basée sur le partage des solutés entre une phase
gazeuse mobile inerte appelé gaz vecteur et une phase
liquide fixée sur la surface d’un support poreux inerte.

» Cette méthode est la plus fréquemment utilisée, et c’est a
elle que se réfere souvent la chromatographie en phase
gazeuse.




Chromatographie en phase gazeuse

Principe Il existe deux types de CPG, chacune ayant
7’ un principe de séparation différent :

2) La chromatographie Gaz-Solide :
» C'est une chromatographie d’adsorption ;

» La phase stationnaire est un solide poreux, réservé a
I'analyse de mélanges de gaz ou de liquides a bas points
d’ébullition.

» Ce type de chromatographie est peu utilisé en raison des

trainées dans les pics d’élutions provoquées par la non
linéarité du processus d’absorption.




Chromatographie en phase gazeuse

; _ Parametres influencant la séparation en CPG :

» Température appliquée a la colonne ;

» Nature et longueur de la phase stationnaire ;

» Nature et débit du gaz vecteur.




Chromatographie en phase gazeuse

Composantes de la CPG>

1.

La colonne
La phase stationnaire

La phase mobile (gaz
vecteur)

L’échantillon
L'injecteur
Le four

Le détecteur

Gaz i
vecteur

Injecteur Détecteur
LLJ el [ I

Logiciel
de traitement

aoao
o000

aooo
o000
0000

oooo

Colonne

QT

Chromatographe en phase gazeuse




Chromatographie en phase gazeuse

Composantes de la CPG

1. La colonne » Contient la phase stationnaire
» Se présente sous forme de tube fin enroulé.

2. La phase stationnaire| » constitué d'un support solide inerte est poreux (généralement de la silice),
dont la surface est imprégnée ou greffée avec le liquide stationnaire.

> |l existe deux types de
colonnes :

1) Les colonnes remplies

(colonnes a garnissage)
» Phase stationnaire : liguide immobilise, par imprégnation

ou par réaction chimigue, sur un support poreux et inerte

£ remplissage |+
| avec phase [

\ stationnaire 11 > Diamétre de la colonne : environ 0,5 cm

> Longueur de lacolonne:delma20m




Chromatographie en phase gazeuse

Composantes de la CPG>

1. La colonne

2. La phase stationnaire

revétement
polymerique

verre de silice

/

> |l existe deux types de

colonnes:
. hase stationnaire
1) Les colonnes remplies " im)
> 1 diam. interne
(colonnes a garnissage) 47 ™

2) Les colonnes capillaires : : s . .
) P » une couche de phase stationnaire est soit déposee, soit

greffée sur la surface interne de la colonne

» Diametre de la colonne : environ 0,25 mm

> Lonqueur de la colonne : de 10 m a 100 m
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Composantes de la CPG

1. La colonne

| | » Un gazinerte
2. La phase stationnaire

» Généralement de 'azote, de I'argon, de I’hélium ou de

3. La phase mobile (gaz I"hydrogene.
vecteur) » Le gaz circule dans la colonne a débit constant

» Le gaz doit répondre a certaines qualités :
i. Faible viscosité ;
ii. Grande pureté ;

iii. Inertie vis a vis de |'échantillon et de la phase
stationnaire

iv. Compatibilité avec le détecteur.
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Composantes de la CPG

1. La colonne

» Directement volatilisables et stable a la température de
la CPG

3. La phase mobile (gaz » sont solubilisés dans un solvant et chromatographiés

vecteur , . \ ’
) » lorsque les solutés ne sont pas volatils a la température

A L’échantillon de la chromatographie ou bien sont décomposés a cette
température, il faut les transformer en dérivés volatils

stables (ex. les acides aminés sont ainsi estérifiées par le
butanol, les acides gras estérifiés par le méthanol, les oses
réduits en alditols, puis acétylés)

2. La phase stationnaire
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Composantes de la CPG

1. La colonne
2. La phase stationnaire

3. La phase mobile (gaz
vecteur)

4. L’échantillon »> |l permet :

i. I'introduction, par le biais d’'une seringue (1 a 10 pL),

ii. son évaporation (T° de 'injecteur = T° du produit le
moins volatil + 20°C) ;

iii.son entrainement par le gaz vecteur vers la colonne.
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Composantes de la CPG

1. La colonne
2. La phase stationnaire

3. La phase mobile (gaz
vecteur)

4. L’échantillon

5. Linjecteur , . ;
J » Les colonnes sont placées dans des enceintes chauffées

» La température du four est [égerement supérieure au

point de vaporisation du constituant le moins volatil
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Composantes de la CPG>

1. La colonne

2. La phase stationnaire
Récapitulatif des détecteurs pour la chromatographie en phase gazeuse

3. La phase mohile
X Type de détecteur Sélectivité Sensibilité (g)
vecteur)

lonisation de flamme (FID) La plupart des composés organiques carbonés 10-10
4. ’échantillon Conductivité thermique (TCD) Universel 10-8
Spectrométrie de masse (MS) Composés ionisables par la source 10-103 10-16
o. Linjecteur Capture d'électrons (ECD) Composés halogénés, organométalliques 10-13
Thermo-ionisation (TID) Composés azotés ou phosphorés 10-1
6. Le four
Composés oxygénés, soufrés, 10-12

Photo-ionisation (PID) ey
i organomeétalliques...
/. Le detecteur R
Photométrique (FPD) Composés soufrés, phosphorés, 10-10

oraganométalliques
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Applications

>

>
>

La CPG est utilisée pour |'analyse :

- de composeés volatils et thermiquement stables

- de composés pouvant étre rendus volatils par une
réaction chimique (hommeée dérivation

L'analyse par la CPG est qualitative et quantitative

Composés couramment analysés en CPG :

- Ardbmes ; Pesticides ; Acides gras ; Solvants résiduels
...etc.




Chromatographie en phase gazeuse

Applications = Domaines d'application :

1) Biologie clinique : Dosage de cholestérol, détection des acides
gras.

2) Pharmacologie : Dosage des benzodiazépines, des métabolites
meédicamenteux pour des études de biodisponibilité et de suivi
thérapeutique.

3) Toxicologie : Méthode officielle de dosage de I'éthanol. Dosage du
méthanol, éthylene glycol, cyanure, les carbamates.

4) Pharmacie hospitaliere : Dosage de |'oxyde d’éthylene dans le
matériel médico-chirurgical stérilisé par ce gaz. Contrble des gaz
meédicaux, matieres premieres, produits finis et les alcaloides.

5) Industrie agroalimentaire : Dosage des pesticides, recherche des
nitrosamines dans l'atmosphere et dans les produits de
charcuteries.




RECAPITULATIF :

COMMENT CHOISIR UN SYSTEME
CHROMATOGRAPHIQUE ?






